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Die vorliegende Studie wurde durch die Deutsche Herzstiftung e.V. mit dem Titel 
„Immunological monitoring of tolerance-inducing effects after heart transplantation” und 
der Projektnummer „F/27/14“ durch die Bereitstellung von Forschungsgeldern unterstützt. 








1.1. Thematische Einführung 
 
Die Herztransplantation (HTx) ist der Goldstandard in der Therapie der terminalen 
Herzinsuffizienz. Im Jahr 1967 führte Christiaan Barnard die erste HTx in Kapstadt durch. 
Zum damaligen Zeitpunkt standen mit Antimetaboliten und Steroiden nur wenige 
Medikamente zur immunsuppressiven Therapie zur Verfügung, sodass der von Barnard 
transplantierte Louis Washkansky bereits nach 18 Tagen verstarb. Mit der Einführung des 
Cyclosporin A als Immunsuppressivum 1981 konnten in den folgenden Jahren zunehmend 
bessere Ergebnisse in der Durchführung und den Langzeitergebnissen nach HTx erreicht 
werden [1]. Bis zum 30. Juni 2016 wurden weltweit über 135.000 Herzen transplantiert [2]. 
Die mittlere Überlebensrate nach fünf Jahren konnte seit 1982 von 60% auf fast 75% im Jahr 
2015 gesteigert werden [2]. Die mittlere Überlebenszeit betrug im Jahr 2015 10,7 Jahre. Bei 
langzeittransplantierten Patienten stellen auf der einen Seite die Nebenwirkungen der 
immunsuppressiven Therapie, wie bösartige Tumore, Nierenversagen und Infektionen sowie 
andererseits die unzureichende Unterdrückung der körpereigenen Immunantwort auf das 
Transplantat, Transplantatvaskulopathie (TVP) und Transplantatversagen die häufigsten 
Todesursachen dar [2]. Unter diesem Gesichtspunkt rückt die Optimierung der 
Immunsuppression und damit einhergehend die Verlängerung der Überlebenszeit nach HTx 
in den Blick der Forschung. Ein vielversprechender Ansatzpunkt ist die Induktion einer 
Immuntoleranz gegenüber dem körperfremden Transplantat. Die Akzeptanz des 
Immunsystems hinsichtlich des Transplantates würde eine immunsuppressive Therapie mit 
all ihren Nebenwirkungen überflüssig machen und zudem das Überleben des Transplantates 
verlängern. Hierzu ist es notwendig, den Prozess der Toleranzinduktion besser zu verstehen 
und die daran beteiligten Zellpopulationen zu identifizieren. Mit Hilfe dieses Wissens soll 
eine Möglichkeit gefunden werden, die gesamten Prozesse der Toleranzinduktion zu 
überwachen und ein hierfür geeignetes Instrument für den klinischen Alltag zu entwickeln. 
Einen Beitrag an diesem ehrgeizigen Projekt soll diese Arbeit leisten.  
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1.2. Abstoßung  
 
Bei der Transplantatabstoßung kommt es zu einer unerwünschten Immunantwort des 
Empfängers auf das allogene Transplantat. Das Immunsystem, dessen Aufgabe darin 
besteht, körpereigene Antigene von körperfremden und somit potentiell pathologischen 
Antigenen zu unterscheiden, erkennt den genetischen Unterschied des Transplantates und 
leitet eine hochkomplexe und präzise Abwehrreaktion ein [3]. Dabei ist die Zielstruktur des 
Immunsystems häufig das humane Leukozytenantigen (HLA) auf der Zelloberfläche des 
Transplantates. Durch das Prozessieren von Proteinen im Zellinneren und das anschließende 
Präsentieren der Proteinfragmente auf der Oberfläche, gebunden an die HLA-Klasse-I-
Moleküle aller kernhaltigen Zellen, können sich die Zellen als körpereigen identifizieren. 
Andererseits kann zum Beispiel der Befall durch Viren mittels der HLA-Moleküle signalisiert 
werden und so die Zerstörung der Zellen durch das Immunsystem eingeleitet werden. Die 
Antigenpräsentation der professionellen antigenpräsentierenden Zellen mittels HLA-Klasse-II 
-Molekülen wiederum bewirkt die Aktivierung von cluster of differentiation 4 positiven 
(CD4+) T-Zellen und damit die spezifische Immunantwort. Zytotoxische CD8+ und CD4+ 
T-Zellen sowie durch Interferon-γ (IFNγ) aktivierte Makrophagen stellen den größten Anteil 
der zellulären Abstoßungsreaktion dar [4]. Aber auch eine humorale Reaktion in Form von 
Antikörpern, deren Ursprung die durch T-Zellen aktivierten B-Zellen sind, sowie 
proinflammatorischen Zytokinen wird beobachtet. Aufgrund des unterschiedlichen 
klinischen Bildes, des zeitlichen Auftretens und des Verlaufes differenziert man zwischen den 
folgenden Manifestationsformen der Abstoßungsreaktionen. 
 
1.2.1. Hyperakute Abstoßung 
 
Die sehr seltene, hyperakute Abstoßung beginnt bereits Minuten bis Stunden nach der 
Reperfusion des Transplantates mit dem Blut des Empfängers. Die bereits im Serum 
vorhandenen Antikörper gegen die polymorphen HLA-Moleküle des Spenders führen zu 
einer durch das Komplementsystem getragenen Reaktion, die zu Endothelschäden mit 
Einblutung ins Gewebe und Ödembildung sowie zu einsetzender intravasaler Blutgerinnung 
führt [3, 5]. Folglich kommt es zu einer Thrombosierung und dem Versagen des 
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Transplantates. Dies indiziert eine schnelle und effiziente Abstoßungstherapie bzw. die 
Retransplantation, um das Leben des Patienten zu retten [6]. 
 
1.2.2. Akute T-Zell-vermittelte Abstoßung 
 
Charakteristischer Weise tritt die akute T-Zellvermittelte Abstoßung in den ersten drei 
Monaten nach Transplantation oder nach Reduktion der Immunsuppression auf. Die 
Aktivierung zytotoxischer T-Zellen kann über drei Wege erfolgen [7]. Die 
HLA-Klasse-I-Moleküle der Zellen des Spenderorgans werden durch CD4+ T-Zellen des 
Empfängers erkannt. Es kommt zur Aktivierung der CD4+ T-Zellen, wodurch diese beginnen, 
CD8+ Effektorzellen zu rekrutieren und zu aktivieren [7]. Durch die Phagozytose und das 
Prozessieren von Alloantigenen können antigenpräsentierende Zellen (APCs) diese, 
gebunden an HLA-Klasse-II-Moleküle, CD4+ T-Zellen präsentieren. Diese T-Helferzellen 
sezernieren wiederum Interleukin-2 (IL-2) und geben somit das Signal an CD8+ T-Zellen und 
natürliche Killerzellen (NK-Zellen) zur Proliferation und Differenzierung [6]. Es kommt zu 
einer vermehrten Einwanderung der CD4+/CD8+ T-Zellen, NK-Zellen und Makrophagen in das 
Transplantat und der Einleitung einer Abstoßungsreaktion. Sowohl die T-Zell-eigene 
Zytotoxizität als auch die mit der Ausschüttung von proinflammatorischen Zytokinen 
einhergehende Rekrutierung von Makrophagen schädigen das Gewebe des Spenderorgans. 
IFNγ, welches von T-Zellen und NK-Zellen sezerniert wird, um weitere Immunzellen zu 
rekrutieren, stimuliert in den Zellen des Transplantates die Transkription und Präsentation 
von HLA-Molekülen. Die Immunreaktion wird über diesen Mechanismus kaskadenartig 
verstärkt [3].  
Desweitern können Spender-APCs direkt CD8+ T-Zellen des Empfängers aktivieren [7]. 
Hierbei müssen APCs und T-Zellen über oberflächliche Adhäsionsmoleküle interagieren. Der 
T-Zell-Rezeptor (TCR) erkennt das HLA-gebundenen Antigen der APCs und beendet den 
Zustand der Anergie, insofern costimulatorische Signale (CD80/86, IL-2) vorhanden sind. 
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1.2.3. Antikörpervermittelte Abstoßung 
 
Ausgehend von den bereits aktiven T-Helferzellen erfolgt die Stimulation von naiven B-Zellen 
und deren Differenzierung zu Plasmazellen. Das zuvor am B-Zell-Rezeptor (BCR) gebundene 
Alloantigen wird endozytiert, prozessiert und anschließend gebunden an ein 
HLA-Klasse-II-Molekül auf der Zelloberfläche präsentiert. B-Zelle und T-Helferzelle 
interagieren miteinander, wenn TCR und HLA-Klasse-II-Molekül das gleiche Antigen 
erkennen. Proliferation und Differenzierung der B-Zelle zur Plasmazelle ermöglichen nun die 
Produktion spezifischer, gegen das Transplantat gerichteter, Antikörper. Diese vermitteln 
sowohl die antikörperabhängige zellvermittelte Zytotoxizität (ADCC) als auch die 
komplementvermittelte Zytotoxizität. 
 
1.2.4. Chronische Abstoßung 
 
Die chronische Transplantatabstoßung ist ein über Monate bis Jahre zum Verlust des 
Transplantates führender Prozess, der sich am Herzen in Form der 
Transplantatvaskulopathie (TVP) manifestiert. Die Stenosierung der Koronararterien, die 
vergleichbar mit einer schnell verlaufenden Arteriosklerose ist, tritt bei 30% der Patienten 
nach fünf Jahren und bei 50% der Patienten nach zehn Jahren auf und zählt neben der 
chronischen Niereninsuffizienz zu den häufigsten Todesursachen herztransplantierter 
Patienten [1, 5]. Typisch ist ein diffuses Verteilungsmuster im gesamten Transplantat mit 
einem bevorzugten Befall der peripheren intramuralen und epikardialen Gefäße [1]. Die 
genaue Pathophysiologie ist bisher noch ungeklärt [5]. Bekannt ist, dass sich durch ein 
komplexes Zusammenspiel aus immunologischen und nicht-immunologischen Einflüssen 
eine chronisch verlaufende Entzündung der Gefäße entwickelt. Wiederkehrende Schäden 
am Endothel der Gefäßwände bewirken einen stetigen Prozess von Reparaturmechanismen, 
einhergehend mit Zellproliferation und Fibrose. Dieser führt zur Hyperplasie der Intima und 
damit zur Stenosierung des Gefäßlumens [1]. Das Endothel des Transplantats exprimiert 
spenderspezifische HLA-Moleküle, die von den T-Zellen des Empfängers als körperfremd 
erkannt werden. Es kommt zur Aktivierung dieser T-Zellen und dem Rekrutieren weiterer 
Immunzellen wie Makrophagen, welche in die Intima des Gefäßes einwandern. Hier 
beginnen sie Zytokine, u.a. IL-1 und IL-6, TNF-α und Wachstumsfaktoren wie plateled derived 
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growth factor (PDGF), insulin like growth factor (IGF), transforming growth factor alpha und 
beta (TGF-α/β) zu sezernieren. Diese Zellsignale bewirken das Einwachsen glatter 
Muskelzellen in die Intima und die Synthese extrazellulärer Matrix [8]. Auch HLA-spezifische 
und nicht-HLA-spezifische-Antikörper, die Alloantigene auf der Gefäßwand erkennen und an 
diese binden, fördern über die Aktivierung des mTOR-Signalwegs die Proliferation und 
Migration von Endothelzellen und Zellen der glatten Muskulatur [5]. Schlussendlich ist die 
TVP das Resultat von rezidivierenden Intimaschäden bedingt durch eine Immunreaktion des 
Empfängers einerseits und der überschießenden Reparatur im Sinne einer Intimahyperplasie 




Die Immuntoleranz ist definiert als eine fehlende Reaktion des Immunsystems auf ein 
spezifisches körperfremdes Antigen. In Bezug auf Transplantationen ist Immuntoleranz die 
ausbleibende Antwort des Immunsystems des Empfängers auf die im Transplantat 
vorhanden Antigene des Spenders und damit einhergehend ein verlängertes 
Transplantatüberleben [1]. Obwohl in den letzten Jahren das Vorkommen und die 
Behandlung hyperakuter und akuter Abstoßungsreaktionen stetiger Reduktion bzw. 
Verbesserung erfuhr [10], bleibt die chronische Abstoßung und der damit einhergehende 
Verlust des Transplantates durch die TVP weiterhin ein schwerwiegendes Problem für das 
Langzeitüberleben der Patienten. Des Weiteren sind die Nebenwirkungen der 
immunsuppressiven Therapie, wie Niereninsuffizienz und maligne Neoplasien, ein 
limitierender Faktor für einen komplikationsfreien Verlauf [11]. An dieser Stelle scheint die 
Immuntoleranz gegenüber dem Spenderorgan und ihre Induktion ein vielversprechender 
therapeutischer Ansatzpunkt zu sein, da sie sowohl die langsam aber stetig fortschreitende 
chronische Abstoßung beendet, als auch ein Verzicht auf die nebenwirkungsreiche 
immunsuppressive Therapie ermöglichen könnte [5]. 
Um die Gesundheit des Organismus zu gewährleisten, muss das Immunsystem nicht nur 
pathologische Antigene erkennen und eliminieren, sondern im gleichen Maße auch 
körpereigene Antigene erkennen und diese als harmlos klassifizieren. Wie gefährlich eine 
Fehlfunktion im Rahmen der Selbsterkennung ist, zeigen die vielfältigen 
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Autoimmunerkrankungen mit den teils schweren Verläufen. Die Unterscheidung von 
körpereigenen und körperfremden Zellbestandteilen spielt eine tragende Rolle für die 
Funktion des Immunsystems und die Gesundheit des Organismus. Man unterscheidet zwei 
Formen der Selbsttoleranz, die zentrale und periphere. Bei der zentralen Selbsttoleranz 
werden native T-Zellen während ihres Reifungsprozesses im Thymus positiv und negativ 
selektiert, wobei die T-Zellen mittels TCR körpereigene HLA-Moleküle binden müssen 
(positive Selektion), aber HLA-präsentierte Autoantigen nicht als pathologisch erkennen 
dürfen (negative Selektion). Nur ca. 5% der unreifen T-Zellen erfüllen diese Kriterien, der 
Großteil wird apoptotisch abgebaut [4]. Auch native B-Zellen erfahren während ihres 
Reifungsprozesses im Knochenmark eine Selektion. Binden sie an den auf ihrer 
Zelloberfläche exprimierten IgM-Molekülen körpereigene Antigene, wird die Apoptose der 
autoreaktiven B-Zellen eingeleitet (zentrale B-Zell-Toleranz). Nach ihrer Abwanderung in die 
peripheren lymphatischen Organe kommt es zu einer T-Zell-abhängigen Selektion, der 
peripheren Toleranz [4]. 
Da die T-Zellen im Thymus nicht vollständig gegen alle im Körper vorkommenden Antigene 
selektiert werden, kommt in Form der peripheren Toleranz ein zweiter Kontrollmechanismus 
zum Tragen. Wird einer T-Zelle ein Antigen ohne die nötigen costimulatorischen Zytokine 
präsentiert, wird diese nicht aktiviert, sondern geht in einen Ruhemodus, die Anergie, über. 
Eine Antigenpräsentation in großer Menge, bzw. eine wiederkehrend Antigenpräsentation 
leitet in der T-Zelle die Apoptose ein (Deletion) [3]. Von wissenschaftlich großem Interesse 
ist die Hemmung der T-Effektorzellen durch regulatorische T-Zellen (Tregs), welche durch 
Zellkontakt und Zytokinfreisetzung die T-Zellen ebenfalls in Anergie versetzen können und 




1.3.1. Dendritische Zellen  
 
Die Population der dendritischen Zellen (DCs) gehört zu den professionellen APCs des 
Immunsystems und bildet eine Verknüpfung zwischen der nicht-spezifischen und 
spezifischen Immunantwort. Man unterscheidet die Subpopulationen der myeoliden DCs 
(mDCs) und plasmazytoiden DCs (pDCs). Wie alle Leukozyten stammen DCs von 
hämatopoetischen Stammzellen im Knochenmark ab. Dabei ist die myeloide Reihe der 
Ursprung der mDCs als auch der meisten pDCs, wobei sich unter bestimmten 
Voraussetzungen pDCs auch aus der lymphatischen Reihe entwickeln können [7, 12]. 
Nach ihrer Reifung im Knochenmark emigrieren die DCs ins Blut und von dort aus in die 
peripheren Lymphknoten oder nicht-lymphatisches Gewebe, wie Haut, Lunge oder Leber. 
Dort werden sie sesshaft. Es hat sich gezeigt, dass pDCs nur in geringem Maße 
HLA-Klasse-II-Molekül exprimieren und daher nur untergeordnet für die Antigenpräsentation 
der CD4+ T-Zellen zuständig sind. Vielmehr suchen sie im Gewebe nach Infektionen und 
stoßen dann große Mengen Typ 1 Interferon aus, was besonders der Abwehr von 
Virusinfektionen dient. 
Im Gegensatz dazu beginnen mDCs bei Kontakt mit körperfremden Antigenen mit der 
Phagozytose und der Prozessierung von Antigenen und präsentieren sie an HLA-Klasse-I 
(cross presentation) oder HLA-Klasse-II gekoppelt zahlreich auf ihrer Zelloberfläche. Dies 
führt zur Aktivierung von CD4+ T-Helferzellen und CD8+ zytotoxischen T-Zellen. Durch den 
Kontakt mit Mikroorgansimen oder proinflammatorischen Zytokinen werden die mDCs 
aktiviert und verlieren ihre Sesshaftigkeit. Mit dem Lymphstrom gelangen sie zum 
nächstgelegenen Lymphknoten. Auf dem Weg durch die Lymphbahn differenziert sich die 
aktivierten mDC weiter und exprimiert zusätzliche antigenbeladene HLA-Moleküle auf ihrer 
Zelloberfläche. Im Lymphknoten angekommen wandern die aktivierten mDCs weiter in die T-
Zell-Zone, wo sie native T-Zellen vorfinden und diese aktivieren können. Die Kaskade der 
spezifischen Immunantwort ist somit in Gang gesetzt. Neben einer Abwanderung von mDCs 
in die Lymphknoten aufgrund von inflammatorischen Prozessen oder der physiologischen 
Auslösung einer Immunantwort kann es vorkommen, dass mDCs ohne spezielle Aktivierung 
in die Lymphknoten abwandern. Dabei präsentieren sie Selbstantigen oder 
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nichtpathologische Fremdantigene und vermitteln so periphere Toleranz durch Deletion und 
Anergie. Über die Induktion von Tregs wird ebenfalls periphere Toleranz erreicht [7]. 
Für die zentrale Toleranz sind DCs essenziell. Sie sind neben den Thymusepithelzellen für die 
Präsentation der Selbstantigene im Rahmen der negativen Selektion zuständig. Die mit dem 
Blut im Thymus eintreffenden Antigene des Organismus werden durch die DCs an 
HLA-Moleküle gebunden präsentiert. T-Zellen, welche diese binden, sind fehlerhaft und 
autoreaktiv und müssen daher Apoptose durchlaufen [7].  
Für den Erfolg einer Organtransplantation sind DCs von großer Bedeutung. Sowohl die im 
Organ verbliebenen mDCs als auch die mDCs des Empfängers können nach Aufnahme eines 
entsprechenden Antigens in die Lymphknoten abwandern. Dort erfolgt durch die Aktivierung 
nativer T-Zellen die Initialisierung einer Abstoßungsreaktion [7]. 
Die pDCs spielen eine Schlüsselrolle für die Bildung von IL-10-produzierenden Tregs durch 
die Ausbildung costimulatorischer Oberflächenmoleküle [7, 13, 14]. Sie sind in der Lage 
Alloantigene des Transplantates aufzunehmen und diese im Lymphknoten zu präsentieren, 
was die Entwicklung von Tregs fördert [5]. Bei Patienten, die eine Abstoßungsreaktion 
zeigten, konnten niedrigere Werte von pDCs nachgewiesen werden als bei abstoßungsfreien 
Patienten [15]. In einem Tiermodell konnte Überlebenszeit durch die Infusion von pDCs 
verlängert werden [16]. Ebenso zeigen die mDCs toleranzinduzierende Eigenschaften durch 
die Schaffung von Anergie und Hyposensitivität und damit verbundenem verlängertem 
Transplantatüberleben im Tiermodell [17, 18]. Trotz der im hohen Maße exprimierten HLA-
Antigene und costimulatorischen Moleküle sind die mDCs in der Lage, toleranzinduzierende 
CD4+ und CD8+ T-Zellen zu stimulieren. Die genauen Mechanismen, die zu diesem Effekt 
führen, sind bisher ungeklärt [5]. 
Die im Blut vorkommenden DCs können anhand ihrer Oberflächenmoleküle (blood dendritic 
cell antigen, BDCA) detaillierter klassifiziert werden. Das HLA-ähnliche Glykoprotein BDCA-1 
(CD1c) ist auf der Zelloberfläche von mDCs nachweisbar. Es ist an der Präsentation von Lipid- 
und Glykolipid-Antigenen beteiligt [19]. Außerdem exprimieren die mDCs BDCA-3 (CD141), 
welches als Thrombomodulin bekannt ist [20]. Für pDCs sind BDCA-2 und 4 charakteristisch. 
BDCA-2, CD303, (C-type lectin domain family 4 member C, CLEC4C) ist ein Molekül, das an 
der Zelladhäsion und am Zell-Zell-Kontakt beteiligt ist [21]. Ähnliche Aufgaben besitzt BDCA-
4, CD304, (Neuropilin 1) [22]. 
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1.3.2. Regulatorische T-Zellen  
 
Um eine überschießende Immunreaktion zu vermeiden und Schäden für den Organismus 
abzuwenden ist es von herausragender Bedeutung, dass eingeleitete Abwehrreaktionen des 
Körpers limitiert werden oder autoreaktive Effektor-T-Zellen, welche trotz zentraler Toleranz 
den Thymus verlassen konnten, gehemmt werden. Zu diesen inhibitorisch wirkenden 
Faktoren werden die regulatorischen T-Zellen (Tregs) gezählt. 
Ein Teil der Tregs entsteht im Thymus unabhängig von der Entwicklung anderer T-Zellen, 
welche die positive und negative Selektion durchlaufen. Dieser Prozess bringt auf ein 
bestimmtes Selbstantigen spezialisierte Tregs hervor, so genannte natürliche Tregs, deren 
Aufgabe in der Vermittlung von Selbsttoleranz zu liegen scheint [23]. Neben den natürlichen 
Tregs sind induzierbare Tregs bekannt, die sich außerhalb des Thymus im Gewebe aus CD4+ 
T-Helferzellen entwickeln und als hemmende Regulatoren einer stattfindenden 
Immunreaktion verstanden werden können [24]. 
Über eine Vielzahl von Mechanismen ist es den Tregs möglich, inhibitorisch auf benachbarte 
Immunzellen einzuwirken. Zu diesen zählen unter anderem TH1- und TH2-Zellen, TH17-Zellen, 
B-Zellen und DCs. Eine bevorzugte Interaktion von Tregs mit DCs wurde beobachtet [25, 26]. 
Diese Zellkontakte vermitteln zum einen eine Minderexpression von CD80/CD86 und 
HLA-Klasse-II-Molekül der DCs und zum anderen die Verkürzung der Interaktionszeit von DCs 
mit anderen T-Zellen. Die Expression von oberflächengebundenem cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein (CTLA-4, CD152) und von IL-2-Rezeptoren, die das stimulierende Zytokin 
IL 2 binden und somit den T-Zellen als eigentlichen Zielzellen vorenthalten, sowie die Bildung 
von TNF-β stellen nur einige weitere toleranzinduzierenden Mechanismen dar [27]. 
Weiterhin verhindern sie die Produktion von IFNγ durch CD8+ T-Zellen sowie die 
Ausschüttung von IL-2. Auch zytotoxische Effekte, wie der Einsatz von Granzym A und 
Perforin zur Lyse von NK-Zellen und zytotoxischen T-Zellen wurden beobachtet [28]. Ebenso 
können Tregs T-Effektorzellen in der G0-Phase arretieren, was ebenso zum Zelltod führt [27]. 
Durch den Abbau von extrazellulärem ATP und ADP zu AMP durch CD39 und der Sekretion 
antiinflammatorischer Zytokine wie IL-10, IL-34 und IL-35 schaffen sie eine 
toleranzinduzierende Umgebung an ihrem Wirkungsort.  
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Mehrere Studien haben gezeigt, das Tregs für die Ausbildung und den Erhalt von 
Immuntoleranz gegenüber Transplantaten in Mäusen unabdingbar sind [29–31]. Ihre 
Anwesenheit im Transplantat und ein verlängertes Transplantatüberleben konnte ebenso 
demonstriert werden [32]. Beim Menschen wurde beobachtet, dass die Zahl der 
zirkulierenden Tregs und das Fehlen von Abstoßungen bei Leber- und 
Nierentransplantationen positiv korrelieren [33, 34]. Weiterhin wiesen Patienten, die eine 
chronische Abstoßung zeigten, niedrigere Zahlen zirkulierender Tregs auf [35]. Besondere 
Bedeutung haben dabei die CD39+ Tregs, deren Fehlen mit vermehrter Abstoßung 
einhergeht [36]. 
Obwohl die Population der Tregs ein heterogenes Erscheinungsbild vorweist, können sie 
anhand des charakteristischen Transkriptionsfaktors forkhead box P3 (FOXP3) identifiziert 
werden. Des Weiteren ist die Charakterisierung der Tregs über die Oberflächenmoleküle 
CD3, CD4, CD25 und CD127 unabhängig von FOXP3 möglich. Im aktivierten Zustand sind 
zusätzlich die Oberflächenmoleküle CD62L, CD39, CD120b oder CD147 [37–40] nachweisbar, 
welche wiederum Rückschlüsse über spezielle Eigenschaften der jeweiligen Subpopulation 
zulassen.  
CD120b ist ein Tumornekrosefaktorrezeptor und wirkt kostimulatorisch bei TCR-vermittelten 
Signalen. Tregs, die diesen in hoher Zahl auf ihrer Zelloberfläche tragen, zeigen die 
Eigenschaft besonders suppressiv auf T-Effektorzellen zu wirken [40]. Eine ebenso starke 
supprimierende Eigenschaft zeigen CD147+ Tregs, wobei die Menge an CD147 
(Basigin/emmprin, extracellular matrix metalloproteinase inducer) mit FOXP3, CD25 und 
CTLA-4 korreliert, und FOXP3+/CD147+ im Gegensatz zu FOXP3-/CD147+ T-Zellen keine 
Zytokine produzierten. Die so genannten Gedächtnis-Tregs bilden die CD39+ 
Treg-Population. Die Ektonukleosidtriphosphatdiphosphohydrolase 1 (CD39) hydrolysiert 
extrazelluläres, proinflammatorisches ATP und ADP zu AMP, welches antiinflammatorisch 
wirkt und eine Immunantwort verhindert [27, 41]. Ebenso erlaubt CD39 den Tregs im 
inflammatorischen Milieu zu überleben und ihre inhibitorische Funktion auszuüben [27]. 
CD62L, das L-Selektin, ist ein Molekül, welches den Zellkontakt zwischen Lymphozyten und 
Endothelzellen herstellt und ermöglicht den aktiven Tregs somit die T-Effektorzellen im 





Für die parakrine und autokrine Zellkommunikation werden Zytokine genutzt. Neben den 
Wachstumsfaktoren und Chemokinen stellen die Interleukine und Interferone die 
wichtigsten Gruppen dieser Mediatoren dar. Die 15 bis 25 kDa großen Polypeptide 
vermitteln u.a. im Rahmen der Regulation der Immunantwort aktivierende oder hemmende 
interzelluläre Signale. Durch die Bindung der Zytokine an Membranrezeptoren und den 
nachfolgenden intrazellulären Signalkaskaden werden die Zellen z.B. zur Proliferation, 
Proteinsynthese, Migration oder Apoptose angeregt. Dabei bewirken die Zytokine an 
verschiedenen Zelltypen teilweise gegensätzlich Reaktionen, was man als pleiotrop 
bezeichnet [4, 7]. Entsprechend der Wirkung auf ihre Zielzellen werden Zytokine z.B. in 
proinflammatorisch und antiinflammatorisch unterteilt. Tabelle 1 (Tab. 1) gibt einen 
Überblick über die in dieser Studie gemessenen Zytokine und ihre Funktion. 
Die Vermeidung überschießender Immunreaktionen ist für die regelrechte Funktion des 
Immunsystems essenziell. Durch die pleiotropen und redundanten Wirkungsmechanismen 
der Zytokine ergibt sich eine Schleifenwirkung, und proinflammatorische sowie 
antiinflammatorische Impulse werden zeitlich und örtlich parallel vermittelt. Ein Anstieg 
proinflammatorischer Zytokine geht daher häufig auch mit einem Anstieg 
antiinflammatorischer Zytokine einher. Somit soll eine Immunbalance hergestellt werden, 








IL-2 TH1-Zellen und 
aktivierte T-Zellen 
stimuliert die T- und B-Zellproliferation und Ig-Produktion, 
Makrophagen/NK-Zell-Stimulation, Entwicklung von Tregs und 
T-Helferzellen,  
hemmt TH17-Differenzierung,  




steigert B-Zellproliferation, Ig-Klassenwechsel, 
steigert Expression von IL-2-/IL-4-Rezeptoren und HLA-Klasse II [7] 
IL-10 TH2-Zellen, Tregs, 
Makrophagen 
unterdrückt die Zytokinsynthese,  
reduziert HLA-Klasse II-Expression, verhindert T-Zellproliferation, 
fördert Proliferation von B-Zellen und Ig-Klassenwechsel [43–47] 
IL-17 TH17-Zellen stimuliert die Zytokinfreisetzung (IL-1, IL-6, TNF-α) aus Epithelzellen, 
Endothelzellen, Fibroblasten [48, 49] 
IL-34 Tregs stimuliert Monozyten zur Differenzierung in Treg-stimulierende 
Makrophagen, [50, 51] 
IL-35 Tregs fördert die Induktion von Tregs und regulatorische B-Zellen,  
verhindert T-Zellproliferation,  
fördert die Induktion von Th17-Zellen (IL-17) [52, 53] 
IFNγ T-Zellen, NK-Zellen steigert die HLA-Klasse I/II-Expression und Antigenprozessierung, 
steigert die Sekretion proinflammatorischer Zytokine,  
aktiviert Makrophagen und T-Zellen,  
hemmt die Virusreplikation [3, 4, 54] 
 
Tabelle 1: Übersicht der gemessenen Zytokine, ihrer Herkunft und Funktion (IL. Interleukin; IFNγ, 
Interferon γ; TH, T-Helferzelle; Treg, regulatorische T-Zelle; Ig, Immunglobulin; NK-Zelle, natürliche 
Killerzelle; FasL, Fas-Ligand; HLA, humanes Leukozytenantigen) 
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1.4. Immunsuppression  
 
1.4.1. mTOR-Inhibitoren – Everolimus 
 
Aufgrund seiner vielfältigen Wirkung auf die verschiedenen Zellen des Immunsystems wird 
der mechanistic target of rapamycin (mTOR)-Inhibitor Everolimus (EVR) in der 
immunsuppressiven Therapie nach HTx eingesetzt. mTOR ist eine atypische 
Serin/Threonin-Kinase und gehört zur Familie der Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K) ähnliche 
Kinasen. Die Zielstrukturen des mTOR sind sehr vielfältig. So phosphoryliert es Proteine zur 
Steuerung der Translationsaktivität, vor allem eIF4E-BP (Einleitung der Initiation) und 
ribosomal protein S6 kinase (S6K, Beschleunigung der Helicaseaktivität), sowie Proteine zur 
Steigerung der Ribosomenbiogenese, Zelldifferenzierung und -proliferation. Die Aktivierung 
des mTOR kann auf verschiedenen Wegen erfolgen, zum Beispiel über den Wachstumsfaktor 
insulin-like growth factor 1 (IGF-1), das Hormon Insulin oder über freie Aminosäuren. Eine 
tragende Rolle in der Aktivierungskaskade nehmen dabei das heterodimere 
Tumorsuppressorprotein TSC1/TSC2 sowie das G-Protein Rheb ein. Beide Proteine können 
als Stellschrauben der mTOR-Aktivierung angesehen werden können [2]. In Säugetieren sind 
zwei mTOR-Komplexe bekannt, wobei der mTOR-Komplex-1 (mTORC1) der Regulation des 
Zellwachstums und des Stoffwechsels dient. Eine Aktivierung des mTORC1 führt neben einer 
gesteigerten Proteinsynthese auch zu einer verstärkten Expression von Genen des Glukose- 
und Lipidstoffwechsels, mitochondrialer Biogenese, unterdrückt Autophagie und fördert das 
Fortschreiten der Zelle im Zellzyklus von der G₁- in die S-Phase. EVR bindet intrazellulär am 
FK506 binding protein (FKBP12) und bildet mit diesem einen Komplex, welcher wiederum an 
einer Domäne des mTOR-Proteins bindet (Raptor) und somit die Bildung des 
mTORC1-Komplexes verhindert. Ein hemmender Einfluss auf den mTORC2-Komplex, von 
dem bisher wenig bekannt ist, konnte erst nach langer Exposition mit einem mTOR-Inhibitor 
(mTORI) nachgewiesen werden [34, 35]. Es werden zelluläre Funktionen wie die Organisation 
des Zytoskelettes gesteuert und das Zellüberleben gesichert [33]. Als Inhibitor dieses 




Für TH1-Zellen ist mTORC1 zur Differenzierung essentiell, gleiches gilt für TH2-Zellen und 
mTORC2. Die fehlende Reifung der Effektor-T-Zellen fördert die Entstehung Tregs [55]. DCs 
können sich nicht in APCs differenzieren und deshalb nicht stimulierendend auf T-Zellen 
einwirken. Dies inaktiviert die T-Zellen und führt zu ihrer Apoptose. Unreife DCs sind zudem 
in der Lage regulatorische T-Zellen zu fördern [56]. 
EVR ist Substrat der Cytochrom P450-Enzyme CYP3A4 und CYP2D6, wodurch sich 
Wechselwirkung bei der Komedikation mit anderen, über diese Enzymgruppe 
verstoffwechselte Präparate ergeben. Eine Erhöhung des Plasmaspiegels von EVR ist hierbei 
zum Beispiel bei der Einnahme von Azol-Antimykotika, Antibiotika wie Clarithromycin und 
Erythromycin aber auch den Calciumkanalblockern Diltiazem und Verapamil und bei 
Grapefruitsaft durch Inhibition von CYP3A4 und CYP2D6 zu erwarten. Eine Induktion der 
genannten Enzyme und folglich eine Reduktion des Plasmaspiegels von EVR bewirken u.a. 
Rifampicin, Carbamazepin, Phenytoin und das frei verkäufliche Johanniskraut. Zu erwartende 
Nebenwirkungen der Therapie mit EVR sind neben dem gehäuften Vorkommen von 
Infektionen (vor allem der oberen Atemwege und Harnwegsinfekte) auch maligne 
Neoplasien der Haut und Lymphome. Ebenso sind als sehr häufige bzw. häufige 
Nebenwirkungen Hyperlipidämie und Diabetes mellitus, das Auftreten eines Pleura- und 
Perikardergusses sowie peripheren Ödemen, Wundheilungsstörungen, Proteinurie und 
renale tubuläre Nekrosen beschrieben worden [57]. 
Die Therapie mit mTORIs wirkt sich förderlich auf die Zellpopulation der Tregs aus und weist 
somit einen toleranzinduzierenden Aspekt in ihrem Wirkspektrum auf [58]. Es wurde gezeigt, 
dass mTORIs die Proliferation und Aktivität von natürlichen Tregs fördert, aber auch die 
Differenzierung von CD4+ T-Zellen in Tregs begünstigen [59, 60]. Es wird davon ausgegangen, 
dass die hemmende Wirkung der mTORIs auf die Zytokinsynthese und Differenzierung der 
T-Effektorzellen die Ausbildung von Tregs positiv beeinflusst. Unter der Therapie mit mTORIs 
zeigen Tregs außerdem eine verstärkte Expression von FOXP3 [61]. Im Vergleich zu mit 
Calcineurininhibitoren (CNI) behandelten nierentransplantierten Patienten weisen 
mTORI-behandelte Patienten nach Nierentransplantation eine größere Menge 
zirkulierenden Tregs auf [62]. Spezifische Effekte der mTORIs auf die DCs wurden ebenso 
beschrieben. So bewirkt eine mTORI-Behandlung die verstärkte Expression der 
C-C chemokine receptor type 7 (CCR7) auf DCs, was zu einer vermehrten Migration der DCs in 
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die Lymphknoten führt [63]. Mit Alloantigenen beladene DCs können im Lymphknoten über 
die Induktion von Tregs Toleranz vermitteln [64]. Vor allem die unreife DCs sind hierzu in der 
Lage, wobei mTORIs die Reifung der DCs hemmt [58]. 
In Bezug auf die immunsuppressive Wirkung nach HTx sind die mTORIs den CNIs unterlegen 
[65–67]. Ebenso kommt es unter der Behandlung mit mTORIs zu vermehrtem Auftreten von 
Wundheilungsstörungen und Diabetes mellitus (new onset diabetes after transplant 
(NODAT) [68, 69]. Aus diesen Gründen werden mTORIs nicht als First-Line-Präparate in der 
Immunsuppressionstherapie nach Transplantationen eingesetzt. Nichtsdestotrotz bietet ihre 
Wirkung positive Aspekte, die ihren Einsatz im Verlauf nach Transplantation rechtfertigen. 
So zeigen sie die Fähigkeit Immuntoleranz zu induzieren. Außerdem wirken sie 
antineoplastisch und reduzieren das Auftreten von Arteriosklerose und TVP nach HTx [3, 58], 
beides positive Aspekte für die Langzeittherapie nach HTx. Aus diesen Gründen empfiehlt die 
International Society of Heart and Lung Transplantation (ISHLT) den Einsatz von mTORIs als 
mögliche Ergänzung in der Kombination mit CNIs [70]. 
 
1.4.2. Calcineurininhibitoren – Cyclosporin A und Tacrolimus 
 
Calcineurin ist eine ubiquitär vorkommende Serin/Threonin-Phosphatase. Sie setzt sich aus 
zwei heterodimeren Untereinheiten, dem katalytischen Calcineurin A und dem 
regulierenden Calcineurin B, zusammen [71]. Steigt die intrazelluläre Calciumkonzentration 
z.B. durch Bindung von IL-2, die Aktivierung des T-Zellrezeptors, der Fc-Rezeptoren oder 
CD40 binden Calcium-Ionen sowohl an der Calcineurin-B-Untereinheit als auch am 
Ca2+-bindenden second messenger Calmodulin [72]. Durch eine Konformationsänderung der 
Calcineurin-B-Untereinheit wird das Binden des Ca2+/Calmodulin-Komplexes an die 
Calcineurin A-Untereinheit ermöglicht und diese aktiviert. Substrat des Calcineurins ist der 
nuclear factor of activated T-cells (NF-AT), welcher dephosphoryliert und somit aktiviert 
wird. Die aktive Form des NF-AT kann in den Nucleus translozieren und hier gemeinsam mit 
den aus anderen Signalkaskaden stammenden Faktoren die Transkription verschiedener 
Proteine zur Steuerung des Zellzyklus bzw. der Apoptose oder von Interleukinen (IL-2, IL-4, 
IL-5, TNFα, IFNγ) einleiten [73, 74]. Die Hemmung von Calcineurin und die damit verbundene 
fehlende Aktivierung von NF-AT führen zur ausbleibenden Transkription und infolgedessen 
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wird sowohl eine Proliferation und Aktivität der T-Zelle als auch eine spezifische 
Immunantwort verhindert. Der Calcineurin-Signalweg kann zur Suppression des 
Immunsystems medikamentös inhibiert werden. Hierzu dient zum einen das zyklischen 
Peptid Cyclosporin A (CsA), welches intrazellulär an Cyclophilin bindet und mit diesem als 
Komplex Calcineurin kompetitiv inhibiert [75]. Ein weiterer Calcineurininhibitor (CNI) ist 
Tacrolimus (TAC). Dieses benötigt zur kompetitiven Hemmung des Calcineurins die 
intrazelluläre Bindung an das FKBP, an welchem auch der mTORI EVR bindet [75]. 
Die ISHLT empfiehlt eine CNI-basierte Immunsuppression als Therapie der Wahl. Dabei hat 
TAC in den vergangenen Jahren das CsA aufgrund eines besseren Wirkungs-Nebenwirkungs-
Profils als primär genutzten CNI abgelöst [70]. Vorallem das verminderte Auftreten von 
Hypertension und Hyperlipidämie stellen kardioprotektive Eigenschaften des TAC dar 
[76, 77]. CsA weist ein großes Spektrum an Nebenwirkungen auf. Vor allem Nephro- und 
Neurotoxizität stellen große Hürden in der Langzeittherapie dar, aber auch arterielle 
Hypertonie, Hyperlipidämie, Hirsutismus, Gingivahyperplasie und Osteoporose wurden als 
Nebenwirkungen beschrieben [6]. Durch den Cytochrom-P-450 abhängigen Metabolismus 
(CYP3A4) kommt es zu Interaktionen bei der Komedikation mit anderen Präparaten, die über 
den gleichen Stoffwechselweg abgebaut werden. Auch die Interaktion des CsA mit 
P-Glykoprotein und dem Organo-Anion-Transporter (OATP) bewirken Schwankungen der 
Plasmakonzentrationen des CsA und einen damit einhergehenden Wirkungsverlust bzw. 
verstärktes Auftreten von Nebenwirkungen. Zu Substanzen, welche die Plasmakonzentration 
senken, zählen beispielsweise Johanniskraut, Phenytoin, Barbituraten, Carbamazepin und 
Rifampicin. Mit einer Erhöhung des Plasmaspiegels ist bei Metoclopramid, oralen 
Kontrazeptiva, hochdosiertem Methylprednisolon und Antibiotika (Makrolide, 
Clarithromycin, Azithromycin, Azole) zu rechnen. Ebenso führt der Verzehr von Grapefruit zu 
steigenden CsA-Plasmakonzentrationen [78]. Eine regelmäßige laborchemische Kontrolle der 
Plasmakonzentrationen ist daher angezeigt. 
Das Makrolid TAC ist ebenfalls Substrat des CYP3A4-Enzyms und unterliegt daher den 
gleichen metabolischen Schwankungen wie CsA. Besonders bei Kombinationstherapie oder 
Therapieumstellung der beiden Immunsuppressiva ist dabei auf schwankende 
Plasmakonzentrationen zu achten. Auch das Nebenwirkungsprofil ähnelt sich aufgrund des 
gleichen Wirkungsmechanismus. Neuro-und Nephrotoxizität treten ebenso wie bei CsA auf 
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und limitieren die Langzeittherapie. Auch das Auftreten von Hypertonie, Diabetes mellitus 
und gastrointestinalen Beschwerden sind häufig beobachtet worden [6, 79, 80].  
CNIs wirken inhibitorisch auf alle T-Zellpopulationen. So hat sich gezeigt, dass die Zahl 
zirkulierender Tregs in CNI-behandelten Patienten niedriger ist als in mTORI-behandelten 
Patienten [79, 81]. Ein Einfluss auf Proliferation oder Lokomotion von DCs konnte dagegen 
bisher nicht gezeigt werden. Allerdings wird eine Hemmung der Antigenpräsentation in der 





Um neue Erkenntnisse über die immunologischen Abläufe nach HTx zu erhalten, beschäftigt 
sich die vorliegende Studie mit der Beantwortung der folgenden Forschungsfragen. 
1. Wie gestaltet sich das immunologische Profil der gemessenen Zellen und Zytokine bei 
Patienten mit langfristigem, abstoßungsfreiem Verlauf nach HTx im Vergleich zu den 
Parametern der Patienten vor HTx? 
Das Wissen über die Ausprägung und Verteilung der Zellpopulationen lässt Rückschlüsse zu, 
welche dieser Zellpopulationen den Verlauf nach HTx positiv beeinflussen könnten und 
somit protektive Eigenschaften zeigen könnten, oder ob die Über- bzw. Unterpräsenz 
bestimmter Populationen das Outcome der Patienten beeinflussen.  
2. Inwiefern beeinflusst die Art der immunsuppressiven Therapie das Profil der 
toleranzinduzierenden regulatorischen T-Zellen und dendritischen Zellen? 
Diverse Studien an z.B. nierentransplantierten Patienten der vergangenen Jahre haben den 
Effekt von immunsuppressiven Medikamenten auf Tregs und DCs untersucht. Dabei zeigten 
mTORIs die Tendenz die Entwicklung und Erhaltung toleranzinduzierender Tregs und DCs zu 
fördern. Für CNIs konnte ein solcher Effekt bislang nicht nachgewiesen werden. Die 
erhobenen Daten werden zeigen, ob die Erkenntnisse aus der Literatur auf Patienten nach 
HTx übertragbar sind und die Entwicklung toleranzinduzierender Populationen abhängig 
vom immunsuppressiven Regime sind. 
Die gewonnenen Daten und Erkenntnisse sollen die Grundlage eines klinischen 
Monitoringinstrumentes bilden, welches zukünftig erlaubt, Patienten nach HTx bezüglich 
ihres Toleranzstatus zu überwachen. Ein solches Messinstrument würde es ermöglichen die 
Entwicklung der Toleranzinduktion zu überwachen und somit die Sicherheit der 
immunsuppressiven Therapie besser zu evaluieren und zu optimieren. Außerdem könnte es 
ermöglichen Patienten zu erkennen, die immunologisch eine erhöhte Gefahr für eine 
Abstoßung vorweisen und eine verstärkte toleranzinduzierenden Therapie benötigen. 
Hierfür ist es notwendig, immunologische Parameter zu identifizieren, die Auskunft über den 
aktuellen Zustand der Toleranzinduktion gegenüber dem Allotransplantat geben und deren 
Analyse im klinischen Alltag aus organisatorischer und finanzieller Sicht gut umsetzbar ist. 
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Dabei kann diese Studie nur einen ersten Schritt zur Implementierung eines solchen 
Monitoringinstrumentes darstellen. Weiterführende Studien müssen die hier ermittelten 
Ergebnisse bestätigen und ggf. vorhandene Unterschiede zwischen den Studiengruppen und 
den immunologischen Parametern bestätigen. 
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3. Material und Methoden 
 
3.1. Patientenkollektive 
Die Patienten für die vorliegende Studie wurden konsekutiv eingeschlossen. Die ärztliche 
Aufklärung der Patienten über den Verlauf und den Umfang der Studie erfolgte im Rahmen 
der routinemäßigen ambulanten Kontrolltermine in der Sprechstunde für HTx-Patienten 
oder während des stationären Aufenthaltes zur Listung für eine HTx. Die schriftliche 
Einwilligung der Patienten wurde eingeholt. Legitimiert wurde die Studie durch die 
Ethikkommission der Universität Leipzig, Ethikantrag 405/14-ek. Entsprechend des 
Studiendesigns wurden die Patienten in drei Patientenkollektive aufgeteilt, die sich wie folgt 
zusammensetzen. 
3.1.1. Patientenkollektiv 1 – Patienten auf Warteliste für HTx (präHTx-Gruppe) 
 
Von n=20 Patienten, die sich auf der Warteliste für eine HTx befanden, wurden ausgewählte 
immunologische Parameter erfasst. Dabei wurden in Blutproben sowohl die Populationen 
von Tregs (CD147+; CD39+; CD120b+; CD62L+) und DCs (BDCA 1+; BDCA 2+; BDCA 3+; BDCA 4+), 
als auch die Zytokine IL-2, IL-4, IL-10, IL-17, IL-34, IL-35 sowie IFNγ analysiert. Die 
Blutentnahme erfolgte im Rahmen der klinischen Versorgung der Patienten. Die erhobenen 
Daten gaben Auskünfte darüber, in welchem immunologischen Zustand sich die Patienten 
vor der HTx befanden. 
3.1.2. Patientenkollektiv 2 – Langzeittransplantierte (LHTx-Gruppe) 
 
Dem zweiten Patientenkollektiv wurden Patienten (n=20) zugeteilt, deren HTx mindestens 
fünf Jahre zurücklagen und in deren Verlauf sich weder akute noch chronische 
Abstoßungsreaktionen gezeigt haben. Die histologische Klassifikation der 
Endomyokardbiopsie ab Grad 1B nach ISHLT 1990 galt als Ausschlusskriterium. Zum 
Zeitpunkt der Blutentnahme mussten die Patienten frei von Infektionen sein und durften 
weder unter Allergien noch unter immunologischen Krankheiten leiden. Die gemessenen 
Parameter der Blutprobe waren dabei identisch zum Patientenkollektiv 1. 
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Anhand der erhobenen Daten konnte beurteilt werden, ob die Über- oder 
Unterrepräsentation der unterschiedlichen Zellpopulationen bei Patienten, die über fünf 
Jahre frei von Abstoßungsreaktionen waren, ausschlaggebend für den klinischen Verlauf ist. 
3.1.3. Patientenkollektiv 3 – mTORI- und CNI- Gruppe 
 
Entsprechend ihres immunsuppressiven Protokolls wurden in der dritten Gruppe (n=40) je 
20 Patienten mit mTORI-basierter und 20 Patienten mit CNI-basierter Immunsuppression 
aufgenommen. Dabei musste die HTx mindestens zwölf Monate und höchstens fünf Jahre 
zurückliegen. Zwischen einem Wechsel der immunsuppressiven Therapie und der 
Blutentnahme mussten mindestens sechs Monate vergangen sein, um Auswascheffekte 
auszuschließen. Die gemessenen Parameter der Blutprobe waren dabei identisch zum 
Patientenkollektiv 1.  
Der Vergleich der mTORI- und CNI-Gruppe soll zeigen, welchen Einfluss die beiden 
immunsuppressiven Protokolle auf die Ausprägung der immunologischen Parameter haben. 
Zusätzlich zu den immunologischen Parametern wurden für alle Patienten mithilfe der 
Datenbanken des Zentrums demografische (Geburtsdatum, Lebensalter, Alter bei HTx, Alter 
bei Studienbeginn) und klinische Daten (Geschlecht, body mass index (BMI), Diagnose für 
HTx, ventricular assist device (VAD) vor HTx, ReHTx oder andere Organtransplantation, 
Nebendiagnosen, initiale und aktuelle Immunsuppression, Abstoßungen, CMV-Infektionen) 
erhoben. Für die Patientenkollektive 2 und 3 wurden im Rahmen der klinischen 
Nachsorgeuntersuchung zusätzlich die Serumspiegel der angewendeten immunsuppressiven 
Medikamente (EVR, CsA, TAC) bestimmt.  






Die Blutproben der Patienten werden im Rahmen der ambulanten Nachsorgeuntersuchung 
in unserer Transplantationssprechstunde oder auf der versorgenden Station des 
Herzzentrums durch das Pflegepersonal der Abteilung entnommen und dem 
kardiochirurgischen Forschungslabor übergeben. 
Zur Bestimmung der Zytokine wurde das Serum der Patienten benötigt. Hierfür wurde das 
Vollblut der Probe für 20 min mit 2000xg bei 4°C zentrifugiert. Das Serum wurde abpipettiert 
und aliquotiert und konnte bei -20°C bis zur Analyse gelagert werden. 
Das für die Durchflusszytometrie benötigte Lithium-heparinisierte Vollblut wurde 
unverzüglich nach Eingang im Labor verarbeitet und der Analyse zugeführt. 
3.2.2 Durchflusszytometrie  
 
Die Durchflusszytometrie ist ein in der medizinischen und biologischen Forschung 
verbreitetes Verfahren. Mittels Streulicht- und Fluoreszenzanalyse können einzelne Zellen in 
Suspension aufbereitet und analysiert werden. Der Begriff fluorescence-activated cell sorting 
(FACS), welcher im Laboralltag allgemein für die Durchflusszytometrie verwendet wird, geht 
dabei auf ein eingetragenes Warenzeichen der Firma Becton Dickinson (BD; Franklin Lakes, 
New Jersey, USA) zurück.  
Zellen unterscheiden sich neben ihrer Größe nicht nur durch ihre intrazellulären 
Bestandteile, sondern auch durch die auf ihrer Oberfläche exprimierten Moleküle (cluster of 
differentiation, CD). Wird eine einzelne Zelle mit einem Laser bestrahlt, ändert das Licht des 
Lasers seine Richtung (light scattering), behält seine Wellenlänge aber bei. Unterscheiden 
kann man dabei das Vorwärtsstreulicht (forward scatter, FSC), welches eine Bestimmung der 
Zellgröße zulässt, sowie das Seitwärtsstreulicht (side scatter, SSC), das abhängig von 
Granularität und intrazellulärem Proteingehalt ist. Bereits anhand dieser zwei 
Streuungsparameter sind die Zellen eines Blutbilds gut differenzierbar [82]. 
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Für eine detailliertere Beurteilung der Zellen und ihrer Subtypen besteht die Möglichkeit der 
Fluoreszenzanalyse. Hierbei macht man sich die Eigenschaft der fluoreszierenden Stoffe zu 
Nutze, nach kurzzeitiger Aktivierung durch Licht bestimmter Wellenlänge 
(Absorptionsspektrum) die erhaltene Energie in Form eines Photons wieder abzugeben. Das 
dabei entstehende Licht ist jedoch stets energieärmer und somit langwelliger 
(Emissionsspektrum). Da nur wenige Stoffe primär fluoreszieren, nutzt man zur Analyse der 
Zellen fluoreszierende Antikörper, die spezifisch mit Oberflächenmolekülen interagieren. 
Hierbei ist das parallele Messen verschiedener Eigenschaften möglich und erlaubt eine 
äußerst genaue und vielfältige Differenzierung der Zellen in einem Messvorgang [82]. 
Zur Differenzierung von Tregs und DCs wurde das Durchflusszytometer „Life Science 
Research II“ und die „FACS DIVA 2.0“ Software der Firma BD verwendet. Die im Protokoll 
beschriebenen Antikörper der Firma BD (CD3, CD4, CD25, CD39, CD62L, CD120b, CD147, 
lin1) und BioLegend (San Diego, Kalifornien, USA) (CD127, BDCA-1, BDCA-2, BDCA-3, BDCA-4) 
wurden dabei eingesetzt. 
3.2.2.1. Puffer und Lösungen:  
 
Lyse-Puffer: 
Lyse-Puffer-Konzentrat 1:10 (BD) verdünnt mit Aqua bidest. bis 1:1 
Zehnfach konzentrierte PBS (phosphate buffered saline): 
2,00g K₂PO₄ (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe Deutschland (Roth)) 
13,26g Na₂HPO₄*2 H₂O (Roth) 
70,13g NaCl (Roth) 
2,00g KCl (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland (Merck)) 
→auffüllen auf 1l mit Aqua dest. 
Einfach konzentrierte PBS: 
100 ml zehnfach konzentriertes PBS mit Aqua dest. Auf 1l auffüllen, pH 7,4 einstellen, 
autoklavieren 
1%ige Formaldehyd-PBS: 
13,5ml Formaldehyd 37%ig (Merck) mit PBS auf 500ml aufgefüllt 
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3.2.2.2. Messung der regulatorischen T-Zellen: 
 
Für die Analyse der Tregs wurden zwei Antikörperkombinationen, sogenannte Panels, 
verwendet, welche je in ein FACS-Röhrchen (BD) pipettiert wurden. Ein drittes Röhrchen 
enthielt eine Färbekontrolle. Hierzu wurden 200 µl heparinisiertes Vollblut sowie die 
Antikörper (Menge laut Pipettierschema) gut vermischt und für 20 min im Dunkeln inkubiert. 
Anschließend wurde erneut gut gemischt und 2ml Lyse-Puffer hinzugegeben und wiederum 
gemischt. Nach zehnminütiger Inkubationszeit im Dunkeln wurden die Proben für 5 min bei 
300xg und zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und verworfen und 
anschließend die Proben erneut gemischt. Zu jeder Probe wurden 4ml PBS zugegeben und 
für 5 min bei 300xg und zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand abgenommen und 
verworfen, bevor mit je 500 µl 1%iger Formaldehyd-PBS-Lösung resuspendiert und fixiert 
wurde. Alle Arbeitsschritte wurden bei Raumtemperatur durchgeführt. 
Pipettierschema: 
Treg Panel 1: 1µl CD3 (mouse, PerCPCy5.5-labeled, BD) 
5µl CD4 (mouse, APC-H7-labeled, BD) 
5µl CD25 (mouse, PECy7-labeled, BD) 
10µl CD127 (mouse, APC-labeled, BioLegend) 
10µl CD120b (rat, PE-labeled, BD) 
20µl CD147 (mouse, FITC-labeled, BD) 
Treg Panel 2: 1µl CD3 (mouse, PerCPCy5.5-labeled, BD) 
5µl CD4 (mouse, APC-H7-labeled, BD) 
5µl CD25 (mouse, PECy7-labeled, BD) 
10µl CD127 (mouse, APC-labeled, BioLegend) 
10µl CD62L (mouse, PE-labeled, BD) 
20µl CD39 (mouse, FITC-labeled, BD)  
Kontrolle: 1µl CD3 (mouse, PerCPCy5.5-labeled, BD) 
5µl CD4 (mouse, APC-H7-labeled, BD) 
5µl CD25 (mouse, PECy7-labeled, BD) 
10µl CD127 (mouse, APC-labeled, BioLegend) 
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Abbildung 1 Gatingstrategie für die durchflusszytometrische Quantifizierung von Untereinheiten 
regulatorischer T-Zellen, Alexa Fluor 488-A, Fläche des Fluorochroms Alexa Fluor 488; APC-A, Fläche des 
Fluorochroms Allophycocyanin; APC-Cy7-A, Allophycocyanin-Cyanin 7; CD, Differenzierungscluster; Cy-Chrome-
A, Fläche des Fluorochroms Cyanin-Chrome; PE-A, Fläche des Fluorochroms Phycoerythrin; PE-Cy7-A, Fläche des 
Fluorochroms Phycoerythrin-Cyanin 7 
3.2.2.3. Gatingstrategie für die durchflusszytometrische Quantifizierung von Untereinheiten 
regulatorischer T-Zellen 
 
Unter Ausschluss von Zelldebris und Zellaggregaten wurden zunächst CD3/CD4+ Zellen 
identifiziert. Im nachfolgenden Schritt wurde aus dieser Zellpopulation der prozentuale 
Anteil von Tregs über die hohe Expression von CD25 und eine niedrige Expression von CD127 
ermittelt. Von dieser Treg Population wurde prozentuale Anteil CD39+, CD62L+, CD120b+ und 
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3.2.2.4. Messung der dendritischen Zellen: 
 
Die Aufarbeitung der DCs erfolgte mit zwei verschiedenen Panels. Jedes wurde in einem 
separaten FACS-Röhrchen (BD) gefärbt. Zusätzlich wurde ein weiteres Röhrchen als Kontrolle 
mitgeführt. In jedem Röhrchen wurden zu 300 µl heparinisiertem Vollblut der Antikörper 
laut Schema pipettiert. Anschließend wurden die Proben gut gemischt und für 20 min bei RT 
im Dunkeln inkubiert. Nach erneutem Mischen der Probe wurden 2ml FACS-Lyse-Puffer in 
die Röhrchen pipettiert, gut vermischt und für 10 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Im 
Anschluss wurden die Proben bei 300xg und RT für 5min zentrifugiert, der Überstand 
abgenommen und verworfen und die Probe erneut gut vermischt. Danach wurden 4ml PBS 
zu jeder Probe gegeben, gut gemischt und nochmals für 5 min bei 300xg und RT 
zentrifugiert. Abschließend wurde der Überstand abgenommen und verworfen, die Probe 
gut vermischt und je 500 µl 1%ige Formaldehyd-PBS-Lösung zugegeben. 
Pipettierschema: 
DC Panel 1: 20µl anti-lin 1 (mouse, FITC, BD) 
10µl anti-HLA-DR (mouse, PerCP-conjugated, BD) 
8µl anti-BDCA2 (mouse, PE-conjugated, BioLegend) 
10µl anti-BDCA4 (mouse, APC-conjugated, BioLegend) 
DC Panel 2: 20µl anti-lin 1 (mouse, FITC, BD) 
10µl anti-HLA-DR (mouse, PerCP-conjugated, BD) 
15 µl anti-BDCA1 (mouse, PE-conjugated, BioLegend) 
15µl anti-BDCA3 (mouse, APC-conjugated, BioLegend) 
Kontrolle: 20µl anti-lin 1 (mouse, FITC, BD) 
10µl anti-HLA-DR (mouse, PerCP-conjugated, BD) 
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3.2.2.5. Gatingstrategie für die durchflusszytometrische Quantifizierung von Untereinheiten 
dendritischer Zellen. 
 
Unter Ausschluss von Zelldebris und Zellaggregaten wurden DCs unter Zuhilfenahme des 
lineage cocktail-1 (lin-1) und HLA-DR als lin1-/HLA-DR+ Zellen identifiziert. Von dieser 
Population wurde der prozentuale Anteil BDCA 1+, 2+, 3+ und 4+ DCs ermittelt. 
 
 
Abbildung 2 Gatingstrategie für die durchflusszytometrische Quantifizierung von Untereinheiten 
dendritischer Zellen, APC-A, Fläche des Fluorochroms Allophycocyanin; BDCA1+/2+/3+/4+, blood dendritic 
cell antigen 1+/2+/3+/4+; FITC-A, Fläche des Fluorochroms Fluorescein; PE-A, Fläche des Fluorochroms 
Phycoerythrin; PerCP-A, Fläche des Fluorochroms Peridinin-Chlorophyll-Protein 
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3.2.3. Enzyme-linked Immunosorbent Assay 
 
Der enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ist eine antikörperbasierte Methode zur 
Bestimmung der Konzentration von Antigenen und Antikörpern, wobei durch Ermittlung des 
Substratumsatzes eines Markerenzyms die Konzentration des Antigens ermittelt wird. Die in 
den 70er Jahren entwickelte Methode zählt zu den am häufigsten angewendeten 
Immunoassays, besonders der kompetitive ELISA und Sandwich-ELISA, aber auch der direkte 
ELISA zur Bestimmung von Antikörperkonzentrationen, z.B. in Patientenseren [82], sind hier 
zu nennen. Der an einer festen Phase gebundene primäre Antikörper (capture antibody) 
bindet dabei das in der Probe vorhandene und zu bestimmende Antigen und bildet einen 
Antigen-Antikörper-Komplex. Die nicht gebundenen Bestandteile der Probe werden nach 
Ablauf der Inkubationszeit durch mehrmaliges Waschen entfernt und ein sekundärer 
Antikörper (detection antibody) hinzugegeben. An diesem ist ein Enzym gekoppelt, welches 
durch Umsatz eines Farbstoffes die photometrische Quantifizierung des Analyten möglich 
macht. Der sekundäre Antikörper bindet am Antigen, jedoch einem anderen Epitop als der 
primäre Antikörper, sodass ein Antikörper-Antigen-Antikörper-Komplex entsteht. Nach 
erneutem Waschen wird ein zum sekundären Antikörper passendes Enzymsubstrat 
beigemischt (Chromogen), welches die quantitative Bestimmung ermöglicht [83][7, 83]. 
Die Messung des Biomarkers IL-34 erfolgt mittels des pre-coated ELISA für humanes IL-34 
(BioLegend, San Diego, Kalifornien, USA). Das Procedere richtete sich nach dem vom 
Hersteller angegebenen Protokoll [84]. 
Bei Raumtemperatur wurden alle Reagenzien vorbereitet und eine 
Standardverdünnungsreihe angefertigt (30 ng/ml, 15 ng/ml, 7,5 ng/ml, 3,75 ng/ml, 
1,88 ng/ml, 0,94 ng/ml, 0,47 ng/ml). Nach Zugabe von 50 µl Patientenserum erfolgt die 
zweistündige Inkubation bei RT auf einer Rüttelplatte. Anschließend wird der sekundäre 
Antikörper hinzugegeben und wiederum 60 min inkubiert. Nachdem das Chromogen 
Avidin-Meerrettichperoxidase (Avidin-HRP) hinzugefügt wurde, färbte sich das IL-34-positive 
Serum zunächst blau und anschließend nach Zugabe der Stop-Lösung gelb. Die Menge IL-34 
im Serum ist proportional zur Stärke der Färbung und kann deshalb photometrisch bestimmt 
werden. Die optische Extinktionsmessung erfolgte mit dem „Tecan Infinite® 200 PRO“ und 
der Software „i-controlTM“ (beide Tecan Group Ltd.; Männedorf, Schweiz) bei einer 
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Wellenlänge von 450 nm. Der Vergleich der gemessenen optischen Dichte in der Probe mit 
dem Patientenserum und der mit Hilfe der Verdünnungsreihe erstellten Eichgerade ließ die 
Konzentrationsbestimmung des IL-34 zu. Die Sensitivität dieses ELISAs wird vom Hersteller 




Die Multiplex-Technologie ist eine moderne Variante des Partikel-Immunoassays. Man nutzt 
farbkodierte Mikrosphären, so genannte beads, welche aus Latex, Silikon, Glas oder 
Polystyrol bestehen und an ihrer Oberfläche spezifische Antikörper gegen einen bestimmten 
Analyten tragen [82]. Hierbei kann es sich bei der zu analysierenden Substanz sowohl um 
Antikörper und Proteine, als auch Enzyme, Oligonukleotide oder DNA handeln. In einem 
Probenvolumen von 50 µl können bis zu 100 verschiedene Analyten zeitgleich bestimmt 
werden. Bei Kontakt mit dem Analyten binden die Oberflächenmoleküle der beads an diesen 
Analyten und bilden einen stabilen Antigen-Antikörper-Komplex. Bevor die Probe der 
maschinellen Auswertung zugeführt werden kann, wird ein zweiter Antikörper 
hinzugegeben. Dieser fluoresziert aufgrund seiner Markierung mit Phycoerythrin (PE). Der 
zweite Antikörper bindet am primären Antigen-Antikörperkomplex des beads 
(Antikörper-Antigen-Antikörper-Komplex) und markiert diesen für die folgende Analyse [82]. 
In dem genutzten Luminex®200 (Luminex, Austin, Texas, USA) werden die einzeln fließenden 
beads mittels zweier Laser analysiert, wobei die ursprüngliche Färbung und die damit 
einhergehende Lichtabsorption des beads zu dessen Identifizierung und damit zur 
Identifizierung des gemessen Substrates dient [85]. Mittels des zweiten Lasers kann die 
Fluoreszenz des gekoppelten PE-Farbstoffes stimuliert und durch Messung dieser die 
quantitative Bestimmung des Analyten durchgeführt werden.  
Für die Messung der Interleukine IL-2, IL-4, IL-10, IL-17 und IFN-γ wurde der Bioplex Pro 
Human Cytokine Standard 27-plex Assay (Biorad, Kalifornien, USA) verwendet. Dabei richtete 
sich das Vorgehen nach dem vom Hersteller gemachten Angaben [86]. Es wurden 50 µl 
unverdünntes Serum mit 50 µl beads gemischt und bei Raumtemperatur auf einer 
Rüttelplatte inkubiert. Anschließend wurde der detection antibody hinzugefügt, erneut 
inkubiert und folgend Streptavidin-Phycoerythrin beigemengt. Die Bestimmung der 
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Konzentrationen erfolgt durch das Analysegerät Luminex®200 und die xPONENT® Software 
(beide Luminex Corporation, Austin, Texas, USA). Der Hersteller gibt die Sensitivität des 
Testes für die untersuchten Parameter wie folgt an: IL-2 <1,6 pg/ml, IL-4 <0,7 pg/ml, IL-10 
<0,3 pg/ml, IL-17 <3,3 pg/ml, IFNγ <6,4pg/ml. 
Für die Bestimmung von IL-35 nutzen wir Milliplex MAP Human Cytokine/Chemokine 
Magnetic Bead Panel IV (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) unter Berücksichtigung der 
Herstellerangaben [87]. Dabei werden 25 µl unverdünntes Serum mit 25 µl beads und dem 
vom Hersteller bereitgestellte Puffer und Lösungen gemischt und für zwei Stunden bei 
Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wird der detection antibody hinzugegeben, 
nochmals inkubiert und abschließend Streptavidin-Phycoerythrin beigemischt. Die Messung 
der mean fluorescence intensity (MFI) erfolgt mit Hilfe des Analysegerätes Luminex®200 und 
der xPONENT® Software (beide Luminex Corporation, Austin, Texas, USA). Die Sensitivität für 
die Bestimmung von IL-35 wird im Protokoll für die Analyse innerhalb von zwei Stunden mit 




Die Endomyokardbiopsie (EMB) stellt den Goldstandard zur Diagnostik von 
Abstoßungsreaktionen nach HTx mit einer Sensitivität von 90% und einer Spezifität von 83% 
dar [6]. Die erste EMB nach Transplantation erfolgt im Herzzentrum Leipzig 14 Tage 
postoperativ und weitere sechs Mal im ersten Jahr nach Transplantation. Das 
Biopsieintervall steigert sich zunehmend bei komplikationslosem Verlauf bis im zweiten Jahr 
nach Transplantation routinemäßig aller drei Monate eine EMB durchgeführt wird. Bei 
klinischem Verdacht auf eine Abstoßungsreaktion erfolgt zeitnah die Biopsie und im Abstand 
von 14 Tagen eine Kontrolle. 
Unter Lokalanästhesie wurde die rechte Vena jugularis interna punktiert und eine Schleuse 
eingebracht. Alternativ ist auch der Zugang über die Vena subclavia oder die Vena femoralis 
möglich. Unter fluoroskopischer oder echokardiografischer Kontrolle erfolgte die Entnahme 
von vier bis fünf Proben mit einem Durchmesser von 1-2 mm aus dem Septum 
interventriculare des rechten Ventrikels. Beim Zugang über die Arteria femoralis ist zudem 
auch die Probenentnahme im linken Ventrikel möglich [1]. Die entnommenen Proben 
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wurden in 10%-igem Paraformaldehyd (PFA) konserviert und zum Versand verpackt. Die 
Überwachung der Vitalparameter des Patienten wird mittels Blutdruckmessung, 
Elektrokardiogramm und peripherer Sauerstoffsättigung gewährleistet. Das Auftreten von 
Komplikationen wie Arrhythmien, Perikardtamponaden und Pneumothoraces ist in der 
Literatur als sehr selten beschrieben (<1%), was die EMB zu einem sicheren diagnostischen 
Verfahren macht [88].  
Die pathologische Sichtung der Biopsien erfolgte durch das Institut für Pathologie der 
Universität Leipzig, welches eine Beurteilung des Abstoßungsgrades anhand der 
ISHLT-Klassifikation von 1990 vornimmt [89]. Dabei liegt folgende Einteilung zugrunde: 
 Grad 0  keine Abstoßung 
Grad 1 A fokale perivaskuläre und/oder interstitielle Infiltrate ohne 
Myozytenschaden  
 Grad 1  B diffuse Infiltrate ohne Myozytenschaden 
 Grad 2  ein Infiltratfokus mit assoziiertem Myozytenschaden  
 Grad 3 A multifokale Infiltrate mit Myozytenschaden 
 Grad 3 B diffuse Infiltrate mit Myozytenschaden  
Grad 4 diffuse, polymorphe Infiltrate mit ausgedehntem Myozytenschaden, 
Ödem, Hämorrhagien und Vaskulitis  
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3.4. Statistische Auswertung 
 
Die Datenerhebung und -auswertung erfolgte mit dem Programm Excel 2010, Microsoft 
Corporation, Redmond, Washington, USA. 
Für die statistische Auswertung der Datenpakete wurde SPSS 25 (Statistical Package for the 
Social Sciences 25, IBM, Armonk, New York, USA) genutzt.  
Zur Auswertung der Vergleichbarkeit der Gruppen bezüglich ihrer Nebendiagnosen und 
demografischen Informationen wurde bei metrischen Daten der T-Test bzw. Fisher’s exakter 
Test sowie bei nominalskalierten Daten der χ2-Test genutzt. Der t-Test wurde ebenso beim 
Vergleich der Messergebnisse unter der Voraussetzung, dass es sich dabei um unabhängige 
Stichproben handelt, verwendet. Als Signifikanzniveau wurde p<0,05 definiert. 
Die grafische Darstellung erfolgte mittels Säulendiagrammen in Excel 2010. Angegeben 
werden Mittelwerte und Standardabweichungen. Ebenso wurde zur statistischen 
Auswertung mittels Hauptkomponentenanalyse das Programm R Studio, Version 3.3.1 
(RStudio, Inc., Boston, Massachusetts, USA) und dem Softwarepaket factoextra, Version 1.05 
(A.Kassambara, F. Mundt) genutzt. Die Analyse der Parameter in der Heatmapanalyse 
erfolgte mit ClustVis (Bioinformatics, Algorithmics and Data Mining Group, University of 






4.1. Vergleich von präHTx-Gruppe und LHTx-Gruppe 
 
4.1.1. Vergleich der demografischen Daten 
 
Beide Patientengruppen setzten sich aus jeweils 20 Patienten zusammen (Tab. 2). Das 
durchschnittliche Alter der präHTx-Gruppe war mit 53,1 ± 10,4 Jahren ca. 10 Jahre niedriger 
als in der LHTx-Gruppe mit 62,7 ± 10,7 Jahren. Da zwischen Transplantation und Beginn der 
Studie 11,5 Jahre (138 ± 61 Monate) in der LHTx-Gruppe vergingen, waren diese Patienten 
zum Zeitpunkt der HTx durchschnittlich 51,2 ± 10,8 Jahre alt und somit vergleichbar zur 
präHTx-Gruppe. Die Geschlechterverteilung, der BMI sowie die Diagnose, welche zur HTx 
führte, waren in beiden Gruppen vergleichbar. Die dilatative Kardiomyopathie (DCM) stellte 
dabei die häufigste Diagnose dar. In der LHTx-Gruppe wurde kein Patient vor Transplantation 
mit einem Assist Device therapiert. Bei 85% in der präHTx-Gruppe kam ein Assist Device zum 
Einsatz. Bei keinem Patienten wurde im Rückblick auf die letzten drei Monate vor der 







Alter bei Studienbeginn (Jahre) 53,1 ± 10,4 62,7 ± 10,7 0,531 
Alter bei HTx (Jahre) - 51,2 ± 10,8 - 
Zeit zwischen Studienbeginn und HTx (Monate) - 138 ± 61,3 - 
männliches Geschlecht, n (%) 16 (80%) 19 (95%) 0,151 
BMI 26,6 ± 3,3 28,1 ± 6,8 0,377 
Diagnose für HTx, n (%) 
     ICM 
     DCM 










Assist Device vor HTx, n (%) 17 (85%) 0 (0%) <0,001 
CMV-Positivität, n (%) 0 (0%) 0 (0%) - 
Tabelle 2: Vergleich der demografischen Daten der Patienten vor HTx (präHTx) und der 
langzeittransplantierten Patienten (LHTx). (BMI, body mass index; CMV, Cytomegalievirus; DCM, dilatative 
Kardiomyopathie; ICM, ischämische Kardiomyopathie; HTx, Herztransplantation) 
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4.1.2. Vergleich der Nebendiagnosen 
 
Beide Patientengruppen wurden bezüglich der Prävalenz ihrer Nebendiagnosen zum 
Messzeitpunkt verglichen (Tab. 3). Die Häufigkeiten von Hypertonie und 
Herzrhythmusstörungen waren in beiden Gruppen vergleichbar. In der präHTx-Gruppe 
wurden mehr Patienten mit einem Herzschrittmacher (HSM) oder einem implantierbaren 
Kardioverter-Defibrillator (ICD) behandelt als in der LHTx-Gruppe, wobei der 
Gruppenunterschied noch nicht statistisch signifikant war. Hinsichtlich des Auftretens von 
Diabetes mellitus Typ 2, COPD/Asthma bronchiale und der Hyperurikämie waren beide 
Gruppen vergleichbar. Ein signifikanter Unterschied (p=0,048) war bei der Häufigkeit der 
Hyperlipidämie festzustellen (55% präHTx vs. 20% LHTx). Bei der Mehrzahl der Patienten in 
beiden Gruppen (präHTx 55% vs. LHTx 75%) war eine Niereninsuffizienz bekannt. Keine 
Unterschiede gab es im Auftreten von neurologischen Erkrankungen, wie Apoplex und 
Polyneuropathie, hämatologischen Erkrankungen, wie Anämie und Leukozytopenie und 
Allergien. Neoplasien (benigne Prostatahyperplasie, Hauttumore, Gingivahyperplasien, Non-
Hodgkin-Lymphom, Morbus Bowen, Epipharynxkarzinom) wurden nur in der LHTx-Gruppe 
diagnostiziert. Unter einer chronischen Entzündung (chronische Gastritiden, 
Refluxösophagitiden II°, Drive-Line-Infektionen, Spondylitis ankylosans, Myokarditis) litten 









Hypertonie, n (%) 11 (55%) 10 (50%) 1 
Herzrhythmusstörungen, n (%) 4 (20%) 2 (10%) 0,661 
HSM/ICD, n (%) 8 (40%) 2 (10%) 0,065 
COPD/Asthma bronchiale, n (%) 2 (10%) 2 (10%) 1 
Diabetes Mellitus Typ 2, n (%) 2 (10%) 7 (35%) 0,127 
Hyperlipidämie, n (%) 11 (55%) 4 (20%) 0,048 
Hyperurikämie, n (%) 5 (25%) 6 (30%) 1 
Niereninsuffizienz (Einteilung nach KDIGO), n (%) 
     Grad 1 
     Grad 2 
     Grad 3 














, n (%) 4 (20%) 3 (15%) 1 
hämatologische Erkrankungen
2
, n (%) 3 (15%) 2 (10%) 1 
Neoplasien
3
, n (%) 0 (0%) 6 (30%) 0,020 
chronische Entzündungen
4
, n (%) 6 (30%) 1 (5%) 0,091 






Tabelle 3: Vergleich der Prävalenz von Nebendiagnosen der untersuchten Patienten vor HTx (präHTx) und 
der langzeittransplantierten Patienten (LHTx) (COPD, chronisch obstruktive Lungenerkrankung; HSM, 
Herzschrittmacher; ICD, implantierbarer Kardioverter-Defibrillator), 1 neurologische Erkrankungen z.B.: 
Apoplex, Polyneuropathien, 2 hämatologische Erkrankungen: Anämie, Leukozytopenie, 3 Neoplasien: 
benigne Prostatahyperplasie, Hauttumore, Gingivahyperplasien, Non-Hodgkin-Lymphom, Morbus Bowen, 
Epipharynxkarzinome, 4 chronische Entzündungen: chronische Gastritiden, Refluxösophagitiden II°, 
Drive-Line-Infektionen, Spondylitis ankylosans, Myokarditis). 
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Abbildung 3: Prozentualer Anteil der dendritischen Zellen (DCs) an den Leukozyten bei Patienten vor HTx 
(präHTx) und bei langzeittransplantierten Patienten (LHTx). 
4.1.3. Zirkulierende DCs 
 
Die Population der zirkulierenden DCs stellte in der präHTx-Gruppe 0,8 ± 4,4% aller 
Leukozyten dar (Abb. 1). In der LHTx-Gruppe waren 0,6 ± 2,7% der Leukozyten zirkulierende 
DCs. Ein Vergleich beider Gruppen zeigte, dass beide Gruppen sich mit einem statistischen 
Trend von p=0,052 unterschieden und sich die Zahl der zirkulierenden DCs nach HTx im 





























4.1.4. Anteil der BDCA+ DCs an zirkulierenden DCs 
 
Von den DCs stellten die BDCA 3+ DCs (74,3 ± 13,1% präHTx; 74,7 ± 18,1% LHTx) und BDCA 1+ 
DCs (48,1 ± 11,5% präHTx, 53,3 ± 11,2% LHTx) den größten Anteil dar (Abb. 2). Die Gruppen 
der präHTx- und LHTx-Patienten unterschieden sich in Bezug auf diese zwei BDCA+ DCs nicht. 
Die mDCs, die BDCA 1 und BDCA 3 exprimieren, sind somit mit gleichen Anteilen in der 
präHTx- und LHTx-Gruppe vertreten. Die LHTx-Gruppe enthielt im Vergleich zur 
präHTx-Gruppe einen höheren Anteil BDCA 2+ DCs (präHTX: 29,4 ± 10,0%, LHTx: 22,8 ± 7,2%, 
p=0,022) und BDCA 4+ DCs (präHTX: 18,9 ± 7,4%, LHTx: 26,4 ± 9,3%, p= 0,008). Demnach 
wiesen die Patienten in der LHTx-Gruppe einen höheren Anteil der BDCA 2 und 4 
exprimierenden pDCs auf.  
 
 
Abbildung 4: Prozentualer Anteil der Subpopulationen zirkulierender dendritischer Zellen (DCs) bei Patienten 
vor HTx (präHTx) und bei langzeittransplantierten Patienten (LHTx). Die Untereinheiten der DCs wurden 





























































4.1.5. Quantifizierung der BDCA-Expression auf DCs 
 
Mit Hilfe der mittleren Fluoreszenzintensität (MFI) konnte eine Abschätzung bezüglich der 
Menge der auf der Zelloberfläche exprimierten BDCA-Moleküle vorgenommen werden. Die 
MFI-Werte der BDCA 1+, BDCA 2+ und BDCA 4+ DCs unterschieden sich leicht aber ohne 
statistische Signifikanz zwischen der präHTx- und der LHTx-Gruppe (Abb. 3). Die Menge an 
BDCA 3 auf der Zelloberfläche der DCs war in der LHTx-Gruppe mit 1900 ± 740 U signifikant 
höher als in der präHTx-Gruppe (1500 ± 350 U, p=0,03). 
 
 
Abbildung 5: Mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) der Subpopulationen dendritischer Zellen (DCs) bei 
Patienten vor HTx (präHTx) und bei langzeittransplantierten Patienten (LHTx). Die Untereinheiten der DCs 
wurden anhand der Färbung der blood dendritic cell antigens (BDCA) 1-4 charakterisiert. MFIs wurden in 

























































4.1.6. Anteil der CD4+ T-Zellen 
 
Der prozentuale Anteil CD4+ T-Zellen betrug 29,8 ± 10,1% in der präHTx-Gruppe und 
24,3 ± 10,6% in der LHTx-Gruppe (Abb. 4). Es war kein signifikanter Unterschied zwischen 
beiden Gruppen detektierbar. 
 
 
Abbildung 6: Prozentualer Anteil CD4+ T-Zellen bei Patienten vor HTx (präHTx) und bei 




























4.1.7. Anteil regulatorischer T-Zellen an CD4+ T-Zellen 
 
Tregs stellten in der präHTx-Gruppe 11,7 ± 3,6% der CD3+/CD4+ T-Zellen dar (Abb. 5). In der 
LHTx-Gruppe betrug der Anteil 9,0 ± 3,7%. Mit einem p-Wert von 0,026 unterschieden sich 
beide Gruppen signifikant. 
 
 
Abbildung 7: Prozentualer Anteil regulatorischer T-Zellen (Tregs) an CD4+ T-Zellen bei Patienten vor HTx 

























4.1.8. Anteil der CD39+, CD62L+, CD120b+ und CD147+ regulatorischen T-Zellen 
 
Der Großteil der Tregs exprimierte sowohl in der präHTx-Gruppe als auch in der 
LHTx-Gruppe CD147 (98,0 ± 6,6% vs. 98,9 ± 6,6%), CD120b (86,4 ± 13,4% vs. 88,4 ± 9,7%) und 
CD62L (93,2 ± 4,5% vs. 85,1 ± 11,9%). LHTx-Patienten wiesen einen niedrigeren prozentualen 
Anteil CD62L+ Tregs auf als präHTx-Patienten (präHTx: 93,3 ± 4,5%, LHTx: 85,1 ± 11,9%, 
p=0,009). In beiden Gruppen bildeten die CD39+ Tregs die kleinste Subpopulation der Tregs 
ohne sich signifikant zwischen beiden Gruppen zu unterscheiden (präHTx: 26,9 ± 15,0% vs. 




Abbildung 8: Prozentualer Anteil CD39+, CD62L+, CD120b+ und CD147+ regulatorischer T-Zellen (Tregs) an der 























































4.1.9. Quantifizierung der Oberflächenmoleküle regulatorischer T-Zellen 
 
Mit Werten von 9800 ± 1800 U in der präHTx-Gruppe und 10600 ± 2600 U in der 
LHTx-Gruppe zeigten die CD62L+ Tregs die stärkste mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) aller 
vier gemessenen Marker (Abb. 7). Die Oberflächenmoleküle CD147 (präHTx-Gruppe 
2100 ± 780 U vs. LHTx-Gruppe 2000 ± 440 U), CD120b (präHTx-Gruppe 1800U ± 440 U vs. 
LHTx-Gruppe 1700 ± 270 U) und CD39 (680 ± 270 U präHTx vs. 770 ± 210 U LHTx) wiesen 
deutlich geringere MFIs auf. Für keines der Oberflächenmoleküle der Treg-Subpopulationen 




Abbildung 9: Mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) der Oberflächenmoleküle CD39, CD62L, CD120b und CD147 
auf regulatorische T-Zellen (Tregs) bei Patienten vor HTx (präHTx) und bei langzeittransplantierten Patienten 






































































Alle durchflusszytometrisch ermittelten Parameter wurden einer Hauptkomponentenanalyse 
zugeführt. Mit Hilfe dieser Analyse konnten Hauptkomponenten identifiziert werden, wobei 
die erste Hauptkomponente (PC1) bei 20,5% der Daten eine Trennung zwischen präHTx- und 
LHTx-Gruppe erklärte. Die zweite Hauptkomponente (PC2) konnte zu Zuordnung von 16,5% 
der Daten beitragen (Abb. 8). Für die Unterscheidung beider Gruppen besaßen die 
Parameter BDCA2+ und 4+ DCs (%_BDCA2+,%BDCA4+), CD147+ Tregs (CD147) sowie der 
DC-Anteil (% DCs) die stärkste Aussagekraft. 
 
Abbildung 10: Hauptkomponentenanalyse durchflusszytometrischer Immunparameter von Patienten vor HTx 
(präHTx) und von langzeittransplantierten Patienten (LHTx). Aufgetragen wurde die Wichtung jedes 
einzelnen Parameters zur Trennung der Gruppen mit Hauptkomponente 1 (PC1) und Hauptkomponente 2 













4.1.11. Clusteranalyse der präHTx- und LHTx-Gruppe 
 
Nach erfolgter Hauptkomponentenanalyse wurden die vier Parameter mit der größten 
Wichtung in eine Clusteranalyse eingeschlossen. Zur besseren visuellen Darstellung wurde 
eine sogenannte Heatmap genutzt (Abb. 9). Die Clusteranalyse der Parameter BDCA 2+ DCs, 
BDCA 4+ DCs, CD147+ Tregs und Gesamt-DCs zeigte die Trennung in zwei Cluster. Zu dem 
ersten Cluster wurden zu 66% Patienten der präHTx Gruppe und zu 34% Patienten der LHTx-
Gruppe zugeordnet. Diese Cluster zeichneten sich durch einen höheren Anteil der 
zirkulierenden DCs an den Lymphozyten (% DCS) und einen geringeren Anteil BDCA 2+ und 4+ 
DCs (% BDCA2+/4+) an den zirkulierenden DCs aus. Das zweite Cluster setzte sich zu 63% aus 
Patienten der LHTx-Gruppe und zu 37% aus Patienten der präHTx-Gruppe zusammen. Der 
Anteil an BDCA 2+ und 4+ DCs ist im Vergleich zum ersten Cluster größer. Die zirkulierenden 
DCs zeigten einen geringeren Anteil an den Lymphozyten im Vergleich mit dem ersten 
Cluster. Die CD147+ Tregs (% CD147) unterschieden sich mit ihrem Anteil an der 





Abbildung 11: Heatmap der Clusteranalyse von Patienten vor HTx (präHTx) und langzeittransplantierten 
Patienten (LHTx). Dargestellt sind der Anteil zirkulierender DCs an Lymphozyten (% DCs), CD147+ Tregs (% 
CD147) sowie der blood dendritic cell antigens 2 und 4 (%BDCA 2+/4+) positiven DCs. Die rote Färbung 
signalisiert einen hohen Anteil, blaue Färbung einen geringen Anteil der jeweiligen Zellpopulation an. 
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4.1.12. Vergleich der Zytokinspiegel 
 
Die Zytokinspiegel für IL-2, 4, 10, 34 und IFNγ wurden bei präHTx-Patienten und LHTx-
Patienten bestimmt und die Mittelwerte beider Gruppen miteinander verglichen (Abb. 10). 
Für IL-2 war im Vergleich der präHTx- (0 pg/ml) und LHTx-Gruppe (0,11 ± 0,49 pg/ml) ein 
signifikanter Unterschied (p=0,041) festzustellen. IL-4 zeigte mit p=0,023 signifikant höhere 
Werte in der präHTx-Gruppe (präHTx 0,084 ± 0,23 pg/ml; LHTx 0,015 ± 0,063 pg/ml). Für 
IL-10 wurde in der präHTx-Gruppe ein größerer Mittelwert von 57,8 ± 237,2 pg/ml als in der 
LHTx-Gruppe mit einem Mittelwert von 2,05 ± 4,35 pg/ml gemessen (p=0,047). Kein 
signifikanter Unterschied bestand für IL-34 im Vergleich beider Gruppen 
(präHTx 23,37 ± 85,78 pg/ml; LHTx 36,87 ± 115,45 pg/ml). IFNγ betrug war in der 
präHTx-Gruppe mit 96,6 ± 366,5 pg/ml deutlich höher als in der LHTx-Gruppe 4,7 ± 7,4 pg/ml 
(p=0,034). Die Konzentration von IL-17A und IL-35 lag bei allen Patienten unterhalb der 
Nachweisgrenze (nicht dargestellt in Abb. 10). 
 
 
Abbildung 12: Zytokinspiegel im Serum von Patienten vor HTx (präHTx) und der langzeittransplantierten 
Patienten (LHTx). Dargestellt sind Interleukine (IL) 2, 4, 10, 34 und das Interferon γ (IFNγ). Die Angabe der 





























































4.2. Vergleich von mTORI-Gruppe und CNI-Gruppe 
 
4.2.1. Vergleich der demografischen Daten 
 
Die CNI-Gruppe bildeten 20 Patienten. In der mTORI-Gruppe konnten 19 Patienten 
eingeschlossen werden, da ein Patient die Einschlusskriterien nach Erfassung aller Daten 
nicht mehr erfüllte. Beide Gruppen zeigten hinsichtlich des Alters zum Zeitpunkt der HTx 
(p=0,778) sowie beim Alter zum Zeitpunkt des Studienbeginns (p=0,958) vergleichbare 
Werte (siehe Tab. 4). In der Zeit zwischen HTx und Studienbeginn unterschied sich die 
mTORI-Gruppe mit durchschnittlich 69,9 ± 20,9 Monaten von der der CNI-Gruppe mit 
44,4 ± 16,8 Monaten. Der Anteil männlicher Patienten sowie der BMI waren in der mTORI-
als auch der CNI-Gruppe vergleichbar ausgeprägt. Die dilatative Kardiomyopathie (DCM) 
stellte den häufigsten Grund für die HTx dar, gefolgte von der ischämische Kardiomyopathie 
(ICM) und kongenitale Herzfehlern. Jeweils sechs Patienten jeder Gruppe wurden vor der 
HTx mit einem Assist Device therapiert. Im Bezug auf das Auftreten von Abstoßungen 
(ISHLT>1A) zeigte die CNI-Gruppe mit 55% mehr Ereignisse als die mTORI-Gruppe mit 32%. 
Bei einem Patienten in der CNI-Gruppe wurde in einem Zeitraum von drei Monaten vor der 










Alter bei HTx (Jahre) 53,8 ± 9,5 52,9 ± 10,5 0,778 
Alter bei Studienbeginn (Jahre) 59,7 ± 8,7 56,7 ± 10,9 0,958 
Zeit zwischen Studienbeginn und HTx (Monate) 69,6 ± 20,9 44,4 ± 16,8 <0,001 
männliches Geschlecht, n (%) 14 (74%) 14 (70%) 0,798 
BMI 26,9 ± 4,8 28,0 ± 4,6 0,467 
Diagnose für HTx, n (%) 
     ICM 
     DCM 











Assist Device vor HTx, n (%) 6 (32%) 6 (30%) 0,915 
Abstoßungen, n (%) 6 (32%) 11 (55%) 0,140 
CMV-Positivität, n (%) 0 (0%) 1 (5%) 0,323 
 
Tabelle 4: Vergleich der demografischen Daten der Patienten mit mechanistic target of rapamycin - Inhibitor 
(mTORI)- und Calcineurininhibitor (CNI)- basierter Immunsuppression. (BMI, body mass index; CsA, 
Cyclosporin A; DCM, dilatative Kardiomyopathie; EVR, Everolimus; GK, Glukokortikoid; HTx, 
Herztransplantation; ICM, ischämische Kardiomyopathie; MMF, Mycophenolat-Mofetil; TAC, Tacrolimus). 
4. Ergebnisse 
49 
4.2.2. Vergleich der Nebendiagnosen 
 
Die Patienten der mTORI- und CNI-Gruppe wurden auf das Auftreten von Nebendiagnosen 
zum Messzeitpunkt untersucht (Tab. 5). Der Vergleich bezüglich des Auftretens von 
Hypertonie, Herzrhythmusstörungen und der Implantation von Herzschrittmachern (HSM) 
und implantierbaren Kardioverter-Defibrillatoren (ICD) zeigte zwischen beiden Gruppen 
keine Unterschiede. Die Prävalenz von chronisch obstruktiven Lungenerkrankungen 
(COPD)/Asthma bronchiale, Diabetes mellitus Typ 2, Hyperlipidämie und Hyperurikämie war 
jeweils vergleichbar. Über die Hälfte der Patienten in beiden Gruppen waren an einer 
Niereninsuffizienz erkrankt, die Aufteilung der Schweregrade ist in Tab. 5 gezeigt. 
Neurologische Erkrankungen (Apoplex, Restless-Legs-Syndrom), Neoplasien (benigne 
Prostatahyperplasien, Hauttumore, Gingivahyperplasien), chronische Entzündungen 
(chronische Gastritiden, Refluxösophagitiden II°, rezidivierende Pankreatitiden) und Allergien 
traten in vergleichbarer Zahl in beiden Gruppen auf. Eine hämatologische Erkrankung 










Hypertonie, n (%) 8 (42%) 14 (70%) 0,111 
Herzrhythmusstörungen, n (%) 0 (0%) 2 (10%) 0,487 
HSM/ICD, n (%) 4 (21%) 4 (20%) 1 
COPD/ Asthma bronchiale, n (%) 1 (5%) 1 (5%) 1 
Diabetes mellitus Typ 2, n (%) 5 (26%) 6 (30%) 1 
Hyperlipidämie, n (%) 7 (37%) 10 (50%) 0,523 
Hyperurikämie, n (%) 4 (21%) 6 (30%) 0,716 
Niereninsuffizienz (Einteilung nach KDIGO), n(%) 
        Grad 1 
        Grad 2 
        Grad 3 
















, n (%) 3 (16%) 6 (30%) 0,451 
hämatologische Erkrankungen², n (%) 0 (0%) 1 (5%) 1 
Neoplasien³, n (%) 1 (5%) 4 (20%) 0,342 
chronische Entzündungen
4
, n (%) 2 (10%) 2 (10%) 1 
Allergien, n (%) 1 (5%) 3 (15%) 0,605 
 
Tabelle 5: Vergleich der Prävalenz von Nebendiagnosen von mit mechanistic target of rapamycin-Inhibitor 
(mTORI)- und Calcineurininhibitor (CNI)- behandelten Patienten, (COPD, chronisch obstruktive 
Lungenerkrankung; HSM, Herzschrittmacher; ICD, implantierbarer Kardioverter-Defibrillator; KDIGO, Kidney 
Disease Improving Global Outcomes), 1) neurologische Erkrankungen: Apoplex, Restless-Legs-Syndrom, 2) 
hämatologische Erkrankungen: Anämie, 3) Neoplasien: benigne Prostatahyperplasie, Hauttumor, 




4.2.3. Vergleich der immunsuppressiven Therapien 
 
Die initiale Immunsuppression setzte sich bei 95% der mTORI-Patienten und 70% der 
CNI-Patienten aus einer Triple-Therapie aus Tacrolimus (TAC), Mycophenolat-Mofetil (MMF) 
und einem Glukokortikoid (GK) zusammen. Alternative Wirkstoffkombinationen wurden in 
Tab. 6 dargestellt. Am Tag der Untersuchung kommt bei 75% der Patienten in der CNI-
Gruppe die Kombination TAC, MMF, GK und bei 25% CsA, MMF und GK zum Einsatz. Die 
mTORI-Patienten wurden zu 79% mit einer Triple-Therapie EVR, MMF, GK behandelt, 
21% der Patienten erhielten nur EVR und MMF. Zum Zeitpunkt der Messung lag die 
Serumkonzentration des EVR aller Patienten in der mTORI-Gruppe im Zielbereich 
(EVR: 3-8 ng/ml). Den Zielbereich der CNIs (CsA: 100-150 ng/ml, TAC 5-8 ng/ml) erreichten in 
der CNI-Gruppe 60% der Patienten, 40% lagen darunter. 
 
Tabelle 6: Vergleich der immunsuppressiven Regime initial nach Herztransplantation und am 
Untersuchungstag der Patienten mit mechanistic target of rapamycin-Inhibitor (mTORI)- und 
Calcineurininhibitor (CNI)- basierter Immunsuppression. (CsA, Cyclosporin A; EVR, Everolimus; GK, 
Glukokortikoid; MMF, Mycophenolat-Mofetil; TAC, Tacrolimus), 1 Zielspiegel: TAC 5-8 ng/ml, EVR 3-8 ng/ml, 







initiale Immunsuppression     
   TAC + MMF + GK 18 (95%) 14 (70%) 
   CsA + MMF + GK 0 (0%) 3 (15%) 
   CsA + EVR + GK 0 (0%) 2 (10%) 
   EVR + MMF + GK 1 (5%) 1 (5%) 
Immunsuppression am Untersuchungstag     
   TAC + MMF + GK - 15 (75%) 
   CsA + MMF + GK - 5 (25%) 
   EVR + MMF + GK 15 (79%) - 
   EVR + MMF  4 (21%) - 






 12 (60%) 
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4.2.4. Zirkulierende DCs  
 
Sowohl die mTORI-Gruppe (0,7 ± 0,3%) als auch die CNI-Gruppe (0,6 ± 0,3%) zeigten 
vergleichbare Werte zirkulierender DCs, die innerhalb des Normbereichs lagen. (Abb.11) 
 
 
Abbildung 13: Prozentualer Anteil dendritischer Zellen (DCs) an Leukozyten bei Patienten mit mechanistic 

























4.2.5. Prozentuale Verteilung BDCA+ DCs 
 
BDCA 4+ DCs stellten die häufigste DC-Subpopulation in der mTORI-Gruppe mit 79,6 ± 10,6% 
und in der CNI-Gruppe mit 70,0 ± 25,8% dar (Abb. 12). Mit 58,3 ± 11,5% (mTORI-Gruppe) und 
53,3 ± 11,1% (CNI-Gruppe) folgten BDCA 2+ DCs. Der Anteil beider DC-Subpopulationen 
unterschied sich nicht signifikant zwischen den Gruppen. Der Anteil BDCA1+ DCs (mTORI-
Gruppe 26,6 ± 9,5% vs. CNI-Gruppe 30,2 ± 9,2%) und BDCA 3+ DCs (mTORI-Gruppe 24,2 ± 
10,1% vs. CNI-Gruppe 27,0 ± 8,4%) war nicht signifikant verschieden. Die BDCA 2 und 4 
exprimierenden pDCs repräsentierten in beiden Gruppen einen größeren Anteil der 
zirkulierenden DCs als die BDCA 1 und 3 exprimierenden mDCs. 
 
 
Abbildung 14: Prozentualer Anteil der Subtypen zirkulierender dendritischer Zell (DCs) der Patienten mit 
mechanistic target of rapamycin-Inhibitor (mTORI)- und Calcineurininhibitor (CNI)- basierter 
Immunsuppression nach HTx. Die Untereinheiten der DCs wurden anhand der Färbung der blood dendritic 
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4.2.6. Quantifizierung der BDCA-Expression auf DCs 
 
Die MFI-Werte der BDCA 1+, BDCA 2+, BDCA 3+ und BDCA 4+ DCs unterschieden sich leicht 
zwischen mTORI- und CNI-basierter Immunsuppression nach HTx (Abb. 13). Die deutlich 
höheren MFI-Werte der BDCA 1+ und der BDCA 2+ DCs lassen darauf schließen, dass die 
Moleküle auf mDCs und pDCs deutlich stärker exprimiert werden als BDCA 3 und BDCA 4. 
 
 
Abbildung 15: Mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) der Subpopulationen dendritischer Zellen (DCs) bei 
Patienten mit mechanistic target of rapamycin-Inhibitor (mTORI)- und Calcineurininhibitor (CNI)- basierter 
Immunsuppression nach HTx. Die Untereinheiten der DCs wurden anhand der Färbung der blood dendritic 































































4.2.7. Anteil CD4+ T-Zellen 
 
Der Anteil CD4+ T-Zellen betrug in der mTORI-Gruppe 20,6 ± 7,6% und in der CNI-Gruppe 
22,6 ± 8,4%. Beide Gruppen unterschieden sich diesbezüglich nicht signifikant. 
 
 
Abbildung 16: Prozentualer Anteil CD4+ T-Zellen bei Patienten mit mechanistic target of rapamycin-Inhibitor 


























4.2.8. Anteil der regulatorischen T-Zellen an CD4+ T-Zellen 
 
Patienten mit mTORI-basierter Immunsuppression (11,5 ± 3,5%) wiesen im Vergleich zu 
Patienten mit CNI-basierter Immunsuppression nach HTx einen signifikant höheren Anteil 
der Tregs auf (p=0,02). In der CNI-Gruppe waren 9,0 ± 2,8% der CD4+ T-Zellen Tregs. 
 
 
Abbildung 17: Prozentualer Anteil der regulatorischen T-Zellen (Tregs) an CD4+ T-Zellen bei Patienten mit 
mechanistic target of rapamycin-Inhibitor (mTORI)- und Calcineurininhibitor (CNI)- basierter 







































4.2.9. Anteil der CD39+, CD62L+, CD 120b+ und CD147+ regulatorischen T-Zellen 
 
97,7 ± 2,7% der Tregs in der mTORI-Gruppe und 97,3 ± 7,7% der Tregs in der CNI-Gruppe 
exprimierten CD147. Das Oberflächenmolekül CD120b wurde von 87,2 ± 8,4% der Tregs in 
der mTORI-Gruppe und von 86,7 ± 9,2% der Tregs in der CNI-Gruppe exprimiert. CD62L+ 
Tregs hatten einen Anteil von 86,8 ± 12,5% (mTORI) bzw. 84,4 ± 9,5% (CNI). Nahezu alle 
Tregs exprimierten diese drei Marker ohne jeweils signifikanten Unterschied zwischen den 
beiden Gruppen (Abb. 16). Den deutlich kleinsten Anteil der Tregs in beiden Gruppen bildete 
die Population der CD39+ Tregs (mTORI 35,5 ± 16,3% vs. CNI 26,6 ± 10,9%). Diese Population 
zeigten einen höheren Wert mit statistischem Trend in der mTORI-Gruppe (p=0,051). 
 
Abbildung 18: Prozentualer Anteil der CD39+, CD62L+, CD120b+ und CD147+ regulatorischen T-Zellen (Tregs) 
an der Gesamtpopulation der Tregs bei Patienten mit mechanistic target of rapamycin-Inhibitor (mTORI)- 









































































4.2.10 Quantifizierung der Oberflächenmoleküle regulatorischer T-Zellen 
 
Die stärkste mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) zeigten die CD62L+ Tregs mit einer 
Intensität von 10400 ± 2500 U in der mTORI-Gruppe bzw. 9700 ± 2400 U in der CNI-Gruppe 
(Abb. 17). CD39 (mTORI-Gruppe 830 ± 280 U vs. CNI-Gruppe 910 ± 300 U), CD120b (mTORI-
Gruppe 1700 ± 320 U vs. CNI-Gruppe 1600 ± 210 U) und CD147 (mTORI-Gruppe 1800 ± 390 
U vs. CNI-Gruppe 2000 ± 560 U) wurden weniger stark exprimiert. Im Vergleich beider 
Gruppen zeigte sich für keines der vier Oberflächenmoleküle ein signifikanter Unterschied. 
 
Abbildung 19: Mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) der Oberflächenmoleküle CD39, CD62L, CD120b und 
CD147 auf regulatorischen T-Zellen (Tregs) bei Patienten mit mechanistic target of rapamycin-Inhibitor 
(mTORI)- und Calcineurininhibitor (CNI)- basierter Immunsuppression nach HTx. MFIs wurden in relativen 









































































Alle durchflusszytometrisch ermittelten Parameter wurden einer Hauptkomponentenanalyse 
zugeführt. Mit Hilfe dieser Analyse konnten Hauptkomponenten identifiziert werden, wobei 
die erste Hauptkomponente (PC1) bei 24,1% der Daten eine Trennung zwischen mTORI- und 
CNI-Gruppe erklärte. Die zweite Hauptkomponente (PC2) konnte zu Zuordnung von 17,5% 
der Daten beitragen (Abb. 18). Für die Unterscheidung beider Gruppen besaßen die 
Parameter BDCA 1+, 2+ und 4+ DCs (% BDCA2+%, BDCA3+,% BDCA4+) sowie der Anteil Tregs 
an T-Zellen (% Tregs) die stärkste Aussagekraft. 
 
Abbildung 20: Hauptkomponentenanalyse aller gemessenen Parameter von Patienten mit mechanistic target 
of rapamycin-Inhibitor (mTORI)- und Calcineurininhibitor (CNI)- basierter Immunsuppression. Eine rote 













4.2.12. Clusteranalyse der mTORI-behandelten Patienten 
 
Nach erfolgter Hauptkomponentenanalyse, welche zur Ermittlung der vier Parameter der 
Durchflusszytometrie mit dem größten Einfluss auf eine Gruppentrennung geführt hatten, 
wurden diese Parameter dahingehend überprüft, ob eine Trennung zwischen Patienten mit 
und ohne Transplantatabstoßung möglich ist. Hierzu wurde eine Clusteranalyse zur Hilfe 
genommen, die für mTORI- und CNI-Gruppe separat durchgeführt wurde. Die mittels 
Heatmap dargestellte Clusteranalyse der mit mTORI-behandelten Patienten zeigt die Bildung 
von zwei Hauptclustern (Abb. 19). Der erste Cluster besteht zu 89% aus Patienten ohne 
Abstoßung und zu 11% aus Patienten mit Abstoßung. Dieser Cluster zeigte einen geringeren 
Anteil von BDCA 2+ und 4+, einen höheren Anteil der Tregs und der BDCA 1+ DCs. Der zweite 
Cluster setzte sich zu jeweils 50% aus Patienten mit und ohne Abstoßung zusammen. Es 
zeigte sich in diesem Cluster ein höherer Anteil von BDCA 2+ und 4+ DCs sowie ein geringerer 




Abbildung 21: Heatmap der Clusteranalyse von Patienten mit mechanistic target of rapamycin-Inhibitor 
(mTORI)- basierter Immunsuppression nach HTx, dargestellt ist der Anteil regulatorischer T-Zellen an den T-
Zellen (% Tregs) und der blood dendritic cell antigens 1, 2 und 4 positiven DCs (%BDCA 1+/2+/4+). Die rote 





4.2.13. Clusteranalyse der CNI-behandelten Patienten 
 
In der Darstellung der Clusteranalyse mittels Heatmap CNI-behandelter Patienten waren 
zwei Hauptcluster erkennbar (Abb. 20). Im ersten Cluster wurden 66% Patienten ohne 
Abstoßung und 34% Patienten mit Abstoßung eingruppiert. Patienten in diesem Cluster 
wiesen einen hohen Anteil BDCA 2+ und 4+ DCs, einen geringeren Anteil Tregs und der 
BDCA 1+ DCs auf. Im zweiten Cluster wurden 73% Patienten mit Abstoßung und 27% 
Patienten ohne Abstoßung eingruppiert. Es zeigte sich in diesem Cluster ein geringerer Anteil 
von BDCA 2+ und 4+ DCs, ein höherer Anteil Tregs und BDCA 1+ DCs. 
 
 
Abbildung 22: Heatmap der Clusteranalyse von Patienten unter Calcineurininhibitor (CNI)- basierter 
Immunsuppression, dargestellt ist der Anteil regulatorischer T-Zellen an der T-Zellen (% Tregs) und der blood 
dendritic cell antigens 1, 2 und 4 positiven DCs (% BDCA 1+/2+/4+). Die rote Färbung zeigt einen hohen 
Anteil, die blaue Färbung einen geringeren Anteil der jeweiligen Zellpopulation an.  
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4.2.14. Vergleich der Zytokinspiegel 
 
Die Zytokinspiegel für IL-2, -4, -10, -17A, -34 und IFNγ der mTORI-Patienten und 
CNI-Patienten wurden bestimmt und die Mittelwerte beider Gruppen miteinander 
verglichen (Abb. 21). Für IL-2 konnte ein signifikant höherer Wert (p=0,05) in der mTORI-
Gruppe (mTORI 14,43 ± 61,99 pg/ml; CNI 1,14 ± 2,8 pg/ml) gemessen werden. Der 
Mittelwerte der IL-4-Spiegel war in der mTORI-Gruppe mit 0,062 ± 0,22 pg/ml signifikant 
niedriger als in der CNI-Gruppe mit 0,44 ± 1,07 pg/ml (p=0,01). Mit p=0,005 zeigte IL-10 
einen signifikant größeren Wert in der mTORI-Gruppe (mTORI 572,7 ± 1807,7 pg/ml; CNI 
5,17 ± 8,58 pg/ml). Für IL-17A wurde in der mTORI-Gruppe ein Mittelwert von 0,14 ± 0,6 
pg/ml gemessen, bei allen Patienten in der CNI-Gruppe lag der IL-17A-Spiegel unterhalb der 
Nachweisgrenze (0 pg/ml). Somit unterschieden sich beide Gruppen für IL-17A signifikant 
(p=0,036). In der mTORI-Gruppe betrug der Mittelwert für IL-34 102,49 ± 446,76 pg/ml und 
war signifikant höher (p=0,049) als in der CNI-Gruppe (7,01 ± 21,58 pg/ml). Für IFNγ wurden 
signifikant niedrigere Werte (p=0,041) in der mTORI-Gruppe (3,72 ± 12,00 pg/ml) verglichen 
zur CNI-Gruppe (141,34 ± 545,59 pg/ml) gemessen. Die Konzentration von IL-35 lag bei allen 




Abbildung 23: Zytokinspiegel im Serum der Patienten mit mechanistic target of rapamycin-Inhibitor (mTORI)- 
und Calcineurininhibitor (CNI)- basierter Immunsuppression nach HTx, dargestellt sind die Interleukine (IL) -















































































In seiner nun über 50-jährigen Geschichte hat sich die Therapie der terminalen 
Herzinsuffizienz mittels HTx und die weiterführende Behandlung der Patienten stetig 
weiterentwickelt. Die Langzeitergebnisse der Patienten haben sich verbessert und die 
immunsuppressive Therapie ist für die Patienten verträglicher geworden [1]. Trotz all dem 
Fortschritt sehen sich Patienten und Ärzte mit den Langzeitfolgen der Immunsuppression 
und der chronischen Abstoßung des Spenderherzens durch das Immunsystem mit 
Problemen konfrontiert, die das Langzeitüberleben der Patienten limitieren. Die Induktion 
von Immuntoleranz gegenüber dem transplantierten Herzen würde eine optimale Lösung 
dieses Problems darstellen und einen Verzicht auf die immunsuppressive Therapie erlauben. 
Diese Studie soll einen ersten Schritt auf diesem Weg gehen indem toleranzinduzierende 
Zellpopulationen und Zustände des Immunsystems identifiziert werden, um das Verständnis 
der Toleranzentwicklung zu vergrößern und eine Möglichkeit zu schaffen, den Toleranzstatus 
transplantierter Patienten zu überwachen. Die Ergebnisse der Studie werden nachfolgend 
diskutiert und im Kontext der aktuellen Studienlage für jeden Studienarm einzeln betrachtet. 
 
5.1. Vergleich von präHTx-Gruppe und LHTx-Gruppe 
 
Der Vergleich von präHTx-Patienten und LHTx-Patienten ermöglicht die Darstellung, 
inwiefern sich die toleranzinduzierenden Zellpopulationen der DCs und Tregs, ihre Subtypen 
sowie die Immunbalance in Form des Zytokinspiegels bei Patienten auf der Warteliste 
(präHTx) und langzeittransplantierten Patienten (LHTx) ohne Abstoßung unterscheiden. Das 
Ziel dieser Studie war es, diejenigen Zellpopulationen zu identifizieren, deren Über- oder 
Unterexpression einen abstoßungsfreien Verlauf nach HTx ermöglichen und eine Aussage 
über den Toleranzstatus des Patienten erlauben könnten. Diese sollten nach Möglichkeit als 
Parameter eines Monitoringinstrumentes im Rahmen folgender Studien und perspektivisch 
im klinischen Alltag zum Einsatz kommen, welches die Entwicklung einer Immuntoleranz 
beurteilen könnte.  
Unsere Studie zeigte, dass der Anteil zirkulierender DCs in der präHTx-Gruppe größer war als 
in der LHTx-Gruppe. Außerdem stellte die Subpopulation der BDCA 2+ und der BDCA 4+ DCs 
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in der LHTx-Gruppe einen größeren Anteil unter den zirkulierenden DCs dar. In der Analyse 
der MFIs war in der LHTx-Gruppe eine signifikant höhere Fluoreszenz der BDCA 3+ DCs im 
Vergleich zur präHTx-Gruppe messbar. Die Tregs bildeten in der LHTx-Gruppe einen 
kleineren Anteil der CD4+ T-Zellen als in der präHTx-Gruppe ab. Der Anteil von CD62L+ Tregs 
stellte sich in der LHTx-Gruppe niedriger dar als in der präHTx-Gruppe. 
Die Abnahme der Tregs nach HTx ist auf den Einfluss der Immunsuppression auf die T-Zellen 
zurückzuführen. Sowohl mTORIs und CNIs als auch MMF und GKs senken durch ihre 
immunsupprimierende Wirkung die Zahl der T-Zellen [3]. 
Das auf den Tregs der LHTx-Gruppe schwächer ausgeprägte CD62L (L-Selectin) ist ein 
Oberflächenmolekül, das für die Adhäsion und Anlagerung von Leukozyten auf dem Endothel 
benötigt wird [90]. Es erleichtert das Einwandern der Leukozyten in Lymphknoten und 
entzündetes Gewebe [90]. Im Mausmodell wurde gezeigt, dass nach Einfrieren und Auftauen 
von Tregs CD62L verloren geht und nach der Applikation dieser Tregs in Mäuse das Auftreten 
von Graft-versus-Host-Diseases (GvHD) verstärkt auftrat [91]. Diese Zunahme an GvHDs ist 
Ausdruck einer reduzierten Fähigkeit der Tregs zur Toleranzvermittlung [91]. Ebenso wurde 
gezeigt, dass CD62L+ Tregs der Maus aufgrund ihrer starken Adhäsionsfähigkeit in der Lage 
sind, einer akute GvHD vorzubeugen [42]. Der reduzierte Anteil CD62L+ T-Zellen in der LHTx-
Gruppe könnte dafür sprechen, dass Tregs in dieser Gruppe eine reduzierte Fähigkeit zur 
Adhäsion am Endothel besitzen. Folglich würde dies auch mit einem verminderten 
Abwandern der Tregs in die Lymphknoten einhergehen. Da unter anderem im Lymphknoten 
die Induktion von Immuntoleranz stattfindet, bedeutet ein Fehlen von 
toleranzinduzierenden Tregs eine Verlangsamung oder Störung dieses Prozesses. Als 
Ursache für die Abnahme der CD62L-Expession ist die Wirkung von MMF in Betracht zu 
ziehen, da dieses Medikament die Zahl von Adhäsionsmolekülen auf der Oberfläche von 
Monozyten und Lymphozyten reduziert [92, 93]. Einen anderen Erklärungsansatz bietet die 
Tatsache, dass bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz eine fortbestehende 
Aktivierung des Immunsystems beobachtet wurde [94, 95]. Hierbei kommt es neben einer 
Hochregulierung der Effektorzellen wie T-Zellen und Monozyten auch zu einer 
kompensatorischen Aktivierung regulatorischer Zellen, u.a. der Tregs. 
Die aktuellen Ergebnisse in der Forschung deuten darauf hin, dass Tregs eine wichtige Rolle 
in der Vermittlung von Immuntoleranz einnehmen [96]. Allerdings zeigen die Daten der hier 
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durchgeführten Studie, dass die alleinige quantitative Bestimmung der Tregs und ihrer 
Subtypen keine Differenzierung des Toleranzstatus nach HTx zulässt. Trotz einer 
signifikanten Abnahme des Anteils der Tregs an den CD4+ T-Zellen war den Patienten der 
LHTx-Gruppe ein abstoßungsfreier Langzeitverlauf möglich. Neben einer optimalen 
Immunsuppression spielen höchstwahrscheinlich auch toleranzfördernde Effekte eine Rolle. 
Die vorliegende Studie legt nahe, dass nicht allein die absolute Menge der Treg-Population 
ausschlaggebend für den Erfolg der Toleranzentwicklung ist. Vielmehr deuten die Ergebnisse 
darauf hin, dass die Antigenspezifität der Tregs eine entscheidende Rolle spielen könnte, 
wobei eine große Treg-Population auch das Vorkommen alloantigenspezifischer Tregs 
begünstigt. Aktuelle Forschungsergebnisse zeigen bei leber- und nierentransplantierten 
Patienten vielversprechende Erfolge bei der Generierung Spenderantigen-spezifischer Tregs 
ex vivo, sowie bei der Applikation dieser in den Empfänger [97, 98]. Der Vergleich von 
Patienten mit akut stattfindender Abstoßung bzw. abstoßungsfreiem Verlauf zeigte einen 
quantitativen Unterschied der Tregs und ihrer Subpopulationen. Um diesen darzustellen sind 
jedoch weiterführende Studien notwendig. 
Die DCs gehören zu den professionellen antigenpräsentierenden Zellen (APCs) und nehmen 
eine zentrale Rolle bei der Koordination der spezifischen Immunantwort ein [99]. Im 
Gegensatz zu Makrophagen sind sie in der Lage ihr Ursprungsgewebe zu verlassen und 
Antigene im Lymphknoten zu präsentieren und somit spezifische T-Zellen zu rekrutieren. Die 
im Blut messbaren zirkulierenden DCs entsprechen der unreifen Form der gewebeständigen 
DCs und können in zwei Subpopulationen eingeteilt werden: pDCs, die BDCA 2 oder BDCA 4 
exprimieren, sowie mDCs, die BDCA 1 oder BDCA 3 exprimieren [99]. Beide Subpopulationen 
weisen dabei ein unterschiedliches Wirkungsprofil auf. Die pDCs dienen mit ihrer geringeren 
Expression an HLA-Klasse-II-Molekülen und ihrer Fähigkeit zur Produktion großer Mengen 
Typ-I-Interferon hauptsächlich der Abwehr von Virusinfektionen [100]. Die Hauptaufgabe 
der mDCs hingegen besteht in der Phagozytose und Prozessierung von Antigenen und der 
Präsentation der HLA-Klasse-I und HLA-Klasse-II gekoppelten Antigene im Gewebe oder nach 
Abwanderung im peripheren Lymphknoten [7]. 
Im Vergleich der präHTx- und LHTx-Gruppe zeigte sich, dass der Anteil der im Blut 
zirkulierenden DCs nach HTx abnimmt. Dies wird, ähnlich wie bei den Tregs, auf die 
Immunsuppression zurückgeführt. Eine Abnahme des Anteils an DCs nach HTx konnte 
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bereits in vorausgegangenen Studien unserer und anderer Forschungsgruppen gezeigt 
werden [101–103], wobei die Immunsuppression einen größeren Einfluss haben könnten. 
CNIs hemmen nicht nur die Proliferation von T-Zellen, sondern haben auch eine inhibierende 
Wirkung auf DCs indem sie deren Fähigkeit zur Aktivierung von T-Zellen und die Produktion 
von Zytokinen hemmen [104]. Zudem wurde im Mausmodell (Ly 5.1 und Ly 5.2) der Effekt 
von CNIs auf die Bildung von DCs im Knochenmark untersucht und ein hemmender Effekt auf 
die Entwicklung der myeloische Zelllinie beobachtet [105]. Ein inhibierender Effekt auf die 
DC-Population wurde auch für eine mTORI-basierte Immunsuppression beschrieben. Diese 
hemmt den Einfluss der für die DCs wichtigen Wachstumsfaktoren granulocyte macrophage 
colony-stimulating factor (GM-CSF) [106, 107] und FMS-like tyrosine kinase 3 ligand (FLT3L) 
[108] und kann außerdem die Apoptose der DCs induzieren [106, 109]. GKs hemmen die 
Differenzierung humaner DCs im Knochenmark und verhindern die Ausschüttung der DCs ins 
Blut [110–112]. Speziell für Prednisolon wurde in einer Fallkontrollstudie eine Reduktion der 
Anzahl und der Funktionsfähigkeit von zirkulierenden pDCs beschrieben. In dieser Studie 
waren sowohl Patienten mit unterschiedlichen Erkrankungen als auch gesunde Probanden 
eingeschlossen [113].  
Im weiteren Vergleich der einzelnen BDCAs zwischen präHTx- und LHTx-Gruppe konnte ein 
signifikant größerer Anteil von BDCA 2+ und BDCA 4+ DCs in der LHTx-Gruppe beobachtet 
werden. Die pDCs mit ihrer hohen BDCA 2- und BDCA 4-Expression repräsentieren somit in 
der LHTx-Gruppe eine größere Subpopulation unter den zirkulierenden DCs, als in der 
präHTx-Gruppe. Zunehmend rückt die Rolle der pDCs für die Toleranzinduktion nach 
Transplantation von Organen und Stammzellen in den Fokus der Forschung [114]. Die 
Fähigkeit der pDCs, Antigene im Gewebe zu endozytieren, in den Thymus abzuwandern und 
diese dort gebunden an HLA-Klasse-II-Moleküle zu präsentieren, ist bekannt [115]. Auf 
diesem Weg sind die pDCs an der Apoptose autoreaktiver T-Zellen im Rahmen der negativen 
Selektion beteiligt. Die naiven T-Zellen binden mit ihrem TCR an HLA-Klasse-II-Moleküle der 
pDCs und erhalten abhängig von der Stärke der Bindung ein Signal zur Apoptose oder zur 
Ausdifferenzierung [3]. Mit Hilfe der Antigenpräsentation ist es ihnen möglich sowohl 
Toleranz gegenüber Antigenen, die zum Beispiel in Nahrungsbestandteilen vorkommen, als 
auch gegenüber Alloantigenen zu induzieren [116]. Die Proliferation von Tregs ist ein 
weiterer Aspekt im Rahmen der zentralen Toleranzentwicklung, der durch Zellkontakt und 
Zytokinfreisetzung zwischen pDCs und undifferenzierten T-Zellen vermittelt wird. Die 
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genauen Mechanismen dieses Prozesses bleiben bisher unbekannt [117]. Durch pDCs 
stimulierte Tregs zeichnen sich, verglichen mit den durch mDCs stimulierten Tregs, durch 
eine stärkere Produktion der antiinflammatorischen Zytokine IL-10 und TGF-β aus [118]. 
Neben ihrer Beteiligung an der Vermittlung zentraler Toleranz kommt den pDCs eine 
zunehmend bedeutungsvollere Rolle bei der Toleranzentwicklung nach Organtransplantation 
zu. In verschiedenen Mausmodellen wurde dies bereits beschrieben [119–121]. So konnte 
nach der Infusion von stimulierten pDCs ein verlängertes Überleben von Herztransplantaten 
bei Mäusen beobachtet werden [119]. Eine Gabe von Spender-spezifischen pDCs nach HTx 
im Mausmodell führte zu einer verstärkten Bildung alloantigenspezifischer Tregs im 
Lymphknoten und damit zur Transplantattoleranz [120]. Mäuse, die aufgrund 
ausgeschalteter Expression von CCR7 einen Mangel an pDCs in den Lymphknoten aufwiesen, 
konnten keine Toleranz gegenüber transplantierten Herzen entwickeln. Die Einmalgabe von 
Wildtyp-pDCs stellte die Fähigkeit zur Toleranzentwicklung bei den CCR7- Mäusen wieder her 
[121]. Im klinischen Kontext wurden die förderlichen Eigenschaften der pDCs bei Patienten 
nach Lebertransplantationen beschrieben. Bei Patienten, die keine Abstoßung gegenüber 
dem Transplantat zeigten oder bei denen bereits eine Reduktion der immunsuppressiven 
Medikamente möglich war, wurde eine größere pDC-Population nachgewiesen [122, 123]. 
Ähnliche Ergebnisse ergab der Vergleich von 28 Patienten nach HTx, bei welchem die 
Patienten mit Abstoßungsreaktion einen niedrigeren Anteil an pDCs zeigten [15].  
Im Rahmen der Antigenpräsentation ist es den pDCs möglich die toleranzinduzierenden, 
IL-10 produzierenden Tregs zu stimulieren [14, 124, 125]. Sind Tregs spezifisch für 
Alloantigene, fördert dies die periphere Toleranz gegenüber dem Transplantat. Tregs können 
zudem hemmend auf mDCs wirken, wodurch deren stimulierender Effekt auf 
T-Effektorzellen reduziert wird. Des Weiteren ist bekannt, dass pDCs nur in geringem Maß 
HLA-Klasse-II-Moleküle und kostimulatorische Moleküle exprimieren und damit ihre primäre 
Aufgabe nicht in der Präsentation von Antigenen für CD4+ T-Zellen liegt [3]. Somit führt die 
Endozytose und Prozessierung von Alloantigenen durch pDCs nicht zum Auslösen einer 
starken Immunantwort gegen das Transplantat, wie es bei anderen APCs der Fall ist. Die 
genauen Mechanismen, die zum toleranzinduzierenden Potential der pDCs beitragen, sind 
unbekannt [126]. Die aktuelle Studienlage und der im Vergleich von präHTx- und 
LHTx-Gruppe erhöhte Anteil von pDCs in der LHTx-Gruppe in unserer Studie unterstützt die 
Annahme, dass diese Zellpopulation für die Entwicklung von Toleranz gegenüber dem 
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Transplantat eine entscheidende Rolle einnimmt. Der in der abstoßungsfreien LHTx-Gruppe 
erhöhte Anteil an pDCs scheint ein protektiver Faktor für das Verhindern von 
Abstoßungsreaktionen nach HTx zu sein. In der Beobachtung von transplantierten Patienten 
könnte die Messung des pDC-Anteils Aussagen über die Suffizienz der immunsuppressiven 
Therapie zulassen. Ein erhöhter Anteil von pDCs könnte einen Marker für die Sicherheit der 
Therapie darstellen. Ein fehlender Anstieg des pDC-Anteils wiederum könnte helfen eine 
bevorstehende Abstoßung vorherzusagen und eine Anpassung der immunsuppressiven 
Therapie vorzunehmen. Weiterführende Studien sind notwendig, um die Entwicklung der 
pDCs nach Transplantation und zudem die Ausprägung der pDC-Population bei Patienten mit 
Abstoßung bzw. ohne Abstoßung zu analysieren. 
Aufgrund ihrer beschriebenen Eigenschaften stellen die pDCs zudem ein vielversprechendes 
Ziel für eine toleranzinduzierende Therapie dar. Ihre gezielte Induktion könnte die 
Möglichkeit bieten, die Entwicklung von Immuntoleranz über medikamentöse oder 
interventionelle Verfahren zu fördern. Ein entsprechender Ansatz, die pDCs in vitro auf 
spezifische Alloantigene zu prägen und diese zur Toleranzinduktion zu injizieren, besteht 
bereits. Erste Studien, die sich dieser Idee widmen, zeigen vielversprechende Ergebnisse 
[127–129]. So wurde in einem HLA-mismatched GvHD Mausmodell nach der Applikation von 
pDCs ein Anstieg der Treg-Population und der antiinflammatorischen Zytokine IL-10 und 
TGF-β gemessen [128]. Neben der Induktion von Tregs wurde außerdem eine Stimulation 
von regulatorischen B-Zellen im Mausmodell festgestellt [127]. Ebenso konnte in mehreren 
Studien am Mausmodell eine verlängerte Überlebenszeit nach Transplantation durch eine 
DC-induzierte Hyporeaktivität der T-Zellen und zytotoxischen Zellen sowie eine Induktion 
von Tregs beobachtet werden [129]. 
Obwohl mDCs eine zentrale Rolle bei der Vernetzung von unspezifischer und spezifischer 
Immunantwort einnehmen, haben sie unter antiinflammatorischen Bedingungen die 
Fähigkeit antigenspezifische Toleranz zu vermitteln. Unreife mDCs exprimieren wenig 
kostimulatorische Oberflächenmoleküle oder proinflammatorische Zytokine. In diesem 
Ruhezustand sind sie in der Lage, antigenspezifische T-Effektorzellen zu supprimieren und 
die Bildung von Tregs zu fördern [130–133]. Zwischen präHTx- und LHTx-Gruppe konnte 
bezüglich der Expression von BDCA 1 und BDCA 3 kein quantitativer Unterschied bei den 
mDCs gemessen werden. In der Fluoreszenzanalyse war eine signifikant höhere mittlere 
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Fluoreszenzintensität der BDCA 3+ DCs in der LHTx-Gruppe detektierbar. BDCA 3+ DCs 
exprimieren somit in der LHTx-Gruppe mehr BDCA 3-Moleküle auf ihrer Zelloberfläche. 
Dieses Molekül wirkt durch die Bindung von Thrombin antithrombotisch und ist damit an der 
Homöostase einer ablaufenden Gerinnungsreaktion beteiligt [4]. 
Zur weiteren Analyse der gemessenen Parameter und dem Erkennen von Zusammenhängen 
zwischen diesen wurde eine Clusteranalyse durchgeführt. Diese identifizierte den Anteil der 
DCs an Lymphozyten, den Anteil BDCA2+ und BDCA 4+ DCs an den DCs sowie den Anteil 
CD147+ Tregs an der Treg-Gesamtpopulation als die vier aussagekräftigsten Parameter zur 
Unterscheidung von präHTx-Gruppe und LHTx-Gruppe. In der Clusteranalyse stellte sich ein 
Cluster mit hohem Anteil präHTx-Patienten und ein Cluster mit hohem Anteil LHTx-Patienten 
dar. Wie schon in der quantitativen Analyse der Zellpopulationen gemessen werden konnte, 
zeichnete sich das Cluster der präHTx-Patienten mit einem geringeren Anteil BDCA2+ und 
BDCA 4+ DCs als das Cluster der LHTx-Patienten aus. Dies bestätigte die Zunahme des Anteils 
an pDCs unter immunsuppressiver Therapie nach HTx und unterstreicht deren mögliche 
Bedeutung für den abstoßungsfreien Langzeitverlauf nach HTx. 
Im Vergleich zur präHTx-Gruppe zeigte das als toleranzinduzierend geltenden IL-10 eine 
signifikante Konzentrationsabnahme in der LHTx-Gruppe. Diese Reduktion des IL-10-Spiegels 
lässt sich mit der Abnahme des Anteils von Tregs an CD4+ T-Zellen aufgrund der 
immunsuppressiven Therapie erklären. Das von den Tregs sezernierte IL-34 zeigte hingegen 
keinen signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen. Die Vermutung liegt nahe, dass 
es zu einer verstärkten Synthese von IL-34 durch den geringeren Anteil an Tregs kommt, 
oder dass IL-34 durch eine andere Zellpopulation sezerniert wird. Neben den Tregs als 
Ursprung des IL-34 wurden zum Beispiel auch IL-34 produzierende Synoviazellen 
beschrieben [134]. Das proinflammatorische IFNγ zeigte in der präHTx-Gruppe eine höhere 
Konzentration als in der LHTx-Gruppe. Einerseits könnte dies durch die immunsuppressive 
Therapie und dadurch verminderter Produktion durch T-Zellen bedingt sein, andererseits ist 
bekannt, dass sich Patienten mit hochgradiger Herzinsuffizienz, wie die präHTx Patienten, in 
einem Zustand der Aktivierung des Immunsystems befinden [135, 136]. Für das 
antiinflammatorische IL-4 konnte ein signifikant höherer Serumspiegel in der präHTx-Gruppe 
gemessen werden. Der IL-2-Spiegel lag in der präHTx-Gruppe unterhalb der Nachweisgrenze 
und unterschied sich somit signifikant von der LHTx-Gruppe. Ähnliche Ergebnisse bezüglich 
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der Entwicklung der Zytokinspiegel im Vergleich von Patienten vor und nach HTx sowie im 
Bezug der Entwicklung der Zytokinspiegel vor und nach der Einnahme des 
Immunsuppressivums wurden bereits publiziert [137]. Diese Studie untersuchte allerdings 
Patienten, welche ausschließlich mit einer CsA-basierten Immunsuppression therapiert 
wurden. 
Da es sich bei der präHTx-Gruppe um ein Patientenkollektiv in einem Zustand schwerer 
Erkrankung handelt, ist der immunologische Status aufgrund der chronischen Aktivierung 
des Immunsystems nicht mit gesunden Probanden vergleichbar. Zudem kam bei 85% der 
präHTx-Patienten (n=17) ein left ventricular assist device (LVAD) zum Einsatz, welches den 
Kreislauf bis zum Erhalt eines Spenderherzes stabilisiert. Ein solch invasives System zeigt 
Effekte auf den Immunstatus der Patienten. Nach Implantation eines LVAD-Systems nimmt 
die Häufigkeit von Infektionen innerhalb der ersten sechs Monate zu, wobei dies mit einer 
Hyposensitivität der T-Zellen mit verminderter Expression von proinflammatorischen 
Zytokinen, z.B. IL-2 und TNF-α, einhergeht und vermehrt antiinflammatorisches IL-10 zur 
Verfügung steht [138]. Ebenso steigt nach LVAD-Implantation die Zahl regulatorischer 
T-Zellen innerhalb der ersten sechs Monate an [138]. In einer Studie, die LVAD-Patienten mit 
herzinsuffizienten Patienten im Stadium IV nach New York Heart Association (NYHA IV) 
verglich, wurde gezeigt, dass es durch die Interaktion mit dem eingebrachten Material zur 
Aktivierung von Monozyten und T-Zellen mit vermehrter Ausschüttung 
proinflammatorischer Zytokine und aktivitätsinduzierter Apoptose kommt [139]. Zudem 
wurde eine Hypersensitivität von B-Zellen beobachtet, die mit einer vermehrten Produktion 
von Antikörpern einhergeht, wobei die Produktion von HLA-Antikörpern ebenfalls erhöht 
ist [140]. Somit lässt der Vergleich der präHTx- und LHTx-Gruppe keine Rückschlüsse auf die 
Entwicklung des Immunstatus bezüglich einer immunologisch gesunden Population zu. 
Während der Planung dieser Studie wurde bewusst auf die Untersuchung gesunder 
Probanden verzichtet. Ziel der Studie war es, die Grundlagen für ein Monitoringinstrument 
zu schaffen, welches erlaubt, die Entwicklung von Immuntoleranz nach HTx zu beobachten. 
Für die klinische Anwendung ist daher der Bezug auf das bereits erkrankte Patientenkollektiv 
und der bei diesen Patienten vorhandene immunologische Status von Bedeutung. 
5. Diskussion 
73 
5.2. Vergleich von mTORI-Gruppe und CNI-Gruppe 
 
Ein Patientenkollektiv von herztransplantierten Patienten mit mTORI-basierter (n=19) und 
CNI-basierter Immunsuppression (n=20) wurde bezüglich der Ausprägung von 
toleranzinduzierenden Zellpopulationen und des durch Zytokine repräsentierten 
Immunstatus verglichen. Ziel der Studie war zu erkennen, ob sich die unterschiedlichen 
Wirkmechanismen von mTORIs und CNIs in einer Beeinflussung der Tregs und DCs 
wiederspiegelt. In diesem Fall wäre ein Unterschied in der Ausprägung dieser 
Zellpopulationen und ihrer Subpopulationen messbar. Die zusätzliche Messung von 
Zytokinspiegeln wurde genutzt, um Abweichungen in der Immunbalance zwischen beiden 
Patientengruppen zu dokumentieren. Die in der mTORI-Gruppe untersuchten Patienten 
erhielten eine mTORI-basierte, CNI-freie Immunsuppression. Patienten der CNI-Gruppe 
wurden kontinuierlich mit einer mTORI-freien, CNIs-basierten (CsA oder TAC) Therapie nach 
HTx behandelt. 
Unsere Ergebnisse zeigten einen signifikant größeren Anteil an Tregs unter den CD4+ T-Zellen 
in der mTORI-Gruppe. Ebenso war die Subpopulation der CD39+ Tregs in der mTORI-Gruppe 
signifikant stärker ausgeprägt als in der CNI-Gruppe. Im Vergleich beider Gruppen konnte 
kein Unterschied bezüglich der DCs und ihrer Subpopulationen der BDCA 1+, BDCA 2+, 
BDCA 3+ und BDCA 4+ DCs nachgewiesen werden. Die Zytokinspiegel zeigten signifikante 
Unterschiede bei IL-2, -4, -10, -17A, -34 und IFNγ. 
Die Leitlinie der ISHLT zur Versorgung von Patienten nach HTx empfiehlt den Einsatz von 
CNI-basierter Immunsuppression als Standardmedikation nach HTx (Evidenzgrad: IIa) [70]. 
Die initiale mTORI-basierte Immunsuppression zeigte in Studien gegenüber der CNI-
basierten Immunsuppression ein verstärktes Auftreten von akuten Abstoßungen in der 
frühen postoperativen Phase bis hin zu zwei Jahre nach HTx [65–67]. In 
Kombinationstherapie mit CsA oder TAC konnte jedoch beobachtet werden, dass mTORIs 
eine Reduktion der CNI-Dosis und somit eine Verminderung der CNI-assoziierten 
Nebenwirkungen wie z.B. Nierentoxizität erlauben, das Auftreten von CMV-Infektionen 
verringern [141] und die Entwicklung einer TVP verlangsamen können [142, 143]. Aufgrund 
dieser Eigenschaften wird eine Kombination der CNIs, neben MMF, mit EVR angeraten 
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(Evidenzgrad IIa) [70]. Zudem konnten Studien belegen, dass die Therapie mit mTORIs die 
Induktion von Immuntoleranz fördert [56, 144].  
Es ist bekannt, dass Tregs die Überlebenszeit von Transplantaten verlängern können [30, 31] 
und an der Vermittlung von Immuntoleranz gegenüber Allotransplantaten involviert sind 
[145]. Bei Patienten, die nach Nierentransplantation an einer chronischen 
Abstoßungsreaktion litten, wurde ein verringerter Anteil an Tregs im Vergleich zu 
abstoßungsfreien Patienten nachgewiesen [35]. Im Vergleich zu gesunden Probanden 
zeigten abstoßungsfreie Patienten nach Nierentransplantation keine Reduktion der Tregs 
[146]. Diese Studien legen nahe, dass Tregs eine entscheidende Rolle bei der Vermittlung 
von Immuntoleranz gegenüber Transplantaten einnehmen. Eine medikamentöse Induktion 
dieser Zellen ist daher gegenwärtig von großem wissenschaftlichen Interesse [147–149]. Es 
ist zu vermuten, dass eine mTORI-basierte Immunsuppression die Entwicklung von 
Immuntoleranz gegenüber dem Spenderorgan begünstigt, da die in der mTORI-Gruppe 
gemessene Population an Tregs signifikant größer war als in der CNI-Gruppe. Unterstützt 
wird diese Annahme durch die Tatsache, dass in unserer Studie die Patienten der mTORI-
Gruppe weniger Abstoßungen (≥ Grad 1B nach ISHLT) zeigten. Die Subpopulation der CD39+ 
T-Zellen unterschied sich zwischen beiden Gruppen ebenfalls signifikant zu Gunsten der 
mTORI-Gruppe. Die hemmende Wirkung von extrazellulärem ATP auf Tregs ist bekannt, 
wobei die CD39+ Tregs durch die CD39-abhängige Spaltung von Triphosphaten in der Lage 
sind einen inhibierenden Einfluss auf ihre Funktion abzubauen [150]. Durch die Reduktion 
des extrazellulärem, proinflammatorischem ATP und ADP zu AMP wirken diese Zellen 
einerseits hemmend auf die Immunreaktion in ihrer direkten Umgebung und ermöglichen 
somit die Antigenpräsentation in einem toleranzinduzierenden Milieu [27]. Andererseits sind 
CD39+ Tregs aufgrund ihrer Fähigkeit zur Hydrolyse von extrazellulärem ATP und ADP eine 
stabilere und effizientere Subpopulation der Tregs [27]. Somit weisen die Patienten der 
mTORI-Gruppe nicht nur einen größeren Anteil der Treg-Gesamtpopulation, sondern auch 
einen größeren Anteil der stabileren und effizienteren CD39+ Tregs-Subpopulation auf. Diese 
Ergebnisse lassen darauf schließen, dass die Therapie mit einem mTORI-basierten 
immunsuppressiven Regime durch die für Tregs förderlichen Eigenschaften die Induktion von 
Immuntoleranz begünstigt. Sollten klinische Studien bestätigen, dass ein hoher Anteil Tregs 
die Gefahr für eine Transplantatabstoßung senkt, wird die Messung der 
Treg-Subpopulationen an klinischer Bedeutung gewinnen. 
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Über den Wirkmechanismus der mTORIs und die unterschiedliche Expression von 
mTOR-Komplex-1 (mTORC1) in T-Effektorzellen und Tregs, wird die Treg-förderliche 
Eigenschaft der mTORIs begründet. Für die Differenzierung und Proliferation der T-Zellen ist 
der mTORC1 essentiell. Der mTORC1 steuert die Übersetzung von extrazellulären Signalen 
durch die Phosphorylierung von eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 
(eIF4E-BP) und S6K, welche die Translation von Proteinen für die Ribosomenbiogenese, 
Zelldifferenzierung und -proliferation initiieren [4]. Die Blockade des mTORC1 durch mTORIs 
verhindert die Synthese der für diese Prozesse wichtigen Proteine und somit die suffiziente 
Funktion der T-Zellen. Tregs verfügen über eine größere Menge an mTORC1 als andere 
T-Zellen und sind somit weniger anfällig für eine Hemmung des mTORC1 durch mTORIs 
[151–153]. Sowohl im Mausmodell, bei dem Allotransplantationen von Haut, Inselzellen und 
Herzen durchgeführt wurden und anschließend mit einem mTORI behandelt wurde [154], als 
auch bei der Behandlung mit humanen Tregs mit mTORIs in vitro zeigte sich der 
Funktionserhalt der Tregs [60]. In einer weiteren Studie wurden Patienten im Zeitraum von 
einem bis fünf Jahre nach Nierentransplantation eingeschlossen, die mindestens über ein 
Jahr eine CNI- bzw. mTORI-freie Immunsuppression erhalten hatten [155]. Bei der Gruppe 
nierentransplantierter Patienten mit einer mTORI-basierten Immunsuppression (n=32) 
konnte gezeigt werden, dass eine Therapie mit mTORIs die Größe der Treg-Population 
erhält. Unter der Behandlung mit CNIs (n=32) reduzierte sich die Zahl der Tregs im Vergleich 
zur mit mTORIs behandelten Gruppe signifikant.  
Die Abnahme der Populationen von T-Effektorzellen und Tregs unter der Therapie mit CNIs 
kann durch die Hemmung des TCR und der IL-2 vermittelten Proliferation erklärt werden. 
Über den Wirkmechanismus der CNIs wird dieser Signalweg blockiert und senkt somit 
sowohl die Zahl der T-Effektorzellen als auch die Zahl der Tregs. Dass das über TCR und IL-2 
vermittelte Proliferationssignal für die Funktion der Tregs essentiell ist, wurde bereits im 
Mausmodell dargestellt [156, 157]. Somit wird angenommen, dass die Gabe von CNIs durch 
ihre inhibitorische Wirkung auf die Tregs die Toleranzinduktion hemmt [158].  
Gemäß der Leitlinie der ISHLT [70] besteht die immunsuppressive Medikation nach HTx aus 
einer Kombination von CNIs, MMF und GKs sowie ggf. einem mTORI. Durch den Einsatz einer 
Dreifachtherapie ergeben sich auch Wirkungen der beiden Kombinationspräparate MMF 
und GK auf die T-Zellen. MMF hemmt das Enzym Inosinmonophosphat-Dehydrogenase 
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(IMPDH), welches für die de novo-Synthese von Purinen essentiell ist. Dabei oxidiert die 
IMPDH das Inosinmonophosphat, ein elementares Zwischenprodukt der AMP- und 
GMP-Synthese, zu Xanthosinmonophosphat, welches wiederum für die GMP-Synthese 
weiter verstoffwechselt wird [4]. Lymphozyten können, im Gegensatz zu anderen Zellen, 
Purine nicht über den salvage pathway generieren und sind auf die de novo-Synthese zur 
Puringewinnung angewiesen. Der Mangel an GMP arretiert die Lymphozyten in der S-Phase 
des Zellzyklus und bewirkt somit den immunsuppressiven Effekt des MMF [3, 159]. Auch 
Tregs sind auf die Neusynthese der Purine angewiesen und können diese nicht über den 
salvage pathway wiederverwerten, sodass eine Therapie mit MMF bisher keine protektive 
Beeinflussung des Treg-Anteils im Mausmodell [160] bzw. der Langzeitbeobachtung von 
nierentransplantierten Patienten über einen Therapiezeitraum von sieben Jahren gezeigt hat 
[161]. Tregs werden von einer Therapie mit MMF somit nicht direkt beeinflusst. GKs binden 
am intrazellulären Glukokortikoid-Rezeptor (GR) und regulieren über diesen die 
Transkription von Genen. In T-Zellen führt eine Aktivierung des GRs zu Apoptose und zu 
verminderter Transkription von Adhäsionsmolekülen. Die Funktion der T-Zellen wird 
eingeschränkt und führt somit zum immunsuppressiven Effekt des Medikamentes 
[162, 163]. Außerdem können die GKs in Wechselwirkung mit anderen 
Transkriptionsfaktoren (z.B. NF-𝜅B) die Synthese von Prostaglandinen hemmen. Auch nicht-
genomische, schnell einsetzende Effekte wie die Aktivierung der endothelialen 
Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) wurden beschrieben [164]. Bei Patienten, die an 
Multipler Sklerose erkrankt waren, konnte gezeigt werden, dass 24h nach der i.v.-Gabe von 
GKs die Zahl der Tregs signifikant anstieg, nach sechs Wochen jedoch wieder auf ihren 
Ausgangswert abfielen [165]. Bei Asthmapatienten wurde beobachtet, dass die Zahl der 
Tregs nach inhalativer oder systemischer Gabe von GKs ebenfalls anstieg [166]. Bisher liegen 
keine Daten vor, die den Einfluss von GKs auf die Population von Tregs nach 
Organtransplantationen dokumentieren. Da sowohl die mTORI- als auch die CNI-Gruppe GKs 
erhielten, können keine Rückschlüsse auf eine Beeinflussung der Tregs durch GKs gezogen 
werden. Zudem gleicht sich dieser mögliche Einfluss zwischen beiden Gruppen aus. 
Sowohl in der quantitativen Analyse als auch bei der Messung der MFIs der BDCA+ DCs 
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen festgestellt werden. 
Wie bereits im oberen Abschnitt erläutert, werden allerdings auch diese Zellen in ihrer 
Genese und Proliferation durch die immunsuppressiven Medikamente gehemmt. Durch die 
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Anwendung der Immunsuppressiva mTORIs oder CNIs in Kombination mit MMF und GKs ist 
der inhibitorische Effekt multifaktoriell. Da die Medikamentenkombination in der mTORI- 
und der CNI-Gruppe nur bezüglich dieser beiden Präparate differierten und keine 
Unterschiede bezüglich der DC-Populationen feststellbar waren, ist davon auszugehen, dass 
der Effekt der beiden immunsuppressiven Wirkstoffgruppen auf die DCs vergleichbar stark 
ausgeprägt ist oder der Einfluss von MMF bzw. GKs diesen überlagert. Die Ergebnisse zeigten 
somit keine Vorteile von mTORIs oder CNIs bezüglich der DC-Populationen und ihrer 
toleranzinduzierenden Fähigkeiten. 
Wie im Vergleich der präHTx-Gruppe und LHTx-Gruppe nutzten wir zur weiteren Analyse der 
gemessenen Parameter die Hauptkomponentenanalyse. Diese identifizierte als 
aussagekräftigste Parameter für die Unterscheidung zwischen mTORI- und CNI-Gruppe den 
Anteil der BDCA 1+, 2+und 4+ DCs sowie den Anteil der Tregs an den CD4+ T-Zellen. In der 
Darstellung dieser vier Parameter beim Vergleich der mTORI-Patienten mit und ohne 
Abstoßung konnten zwei Clustern unterschieden werden. In einem Cluster mit geringem 
Anteil BDCA 2+ und BDCA 4+ DCs und einem hohen Anteil BDCA1+ DCs und Tregs waren zu 
89% Patienten ohne Abstoßung eingruppiert. Im zweiten Cluster mit hohem Anteil an BDCA 
2+ und BDCA 4+ DCs und einem niedrigen Anteil an BDCA1+ DCs und Tregs war der Anteil an 
Patienten mit und ohne Abstoßung ausgeglichen bei jeweils 50%. Diese Clusteranalyse ist ein 
Hinweis dafür, dass für einen abstoßungsfreien Verlauf ein höherer Anteil an Tregs förderlich 
ist. Dabei beruht der toleranzinduzierende Effekt der mTORIs scheinbar auf ihren, wie 
bereits oben beschriebenen, Treg-fördernden Eigenschaften. Dieses Cluster mit einem 
hohen Anteil abstoßungsfreier Patienten unter mTORI-Therapie zeichnet sich aber auch 
durch einen relativ niedrigen Anteil der BDCA 2+ und 4+ DCs aus. Es ist zu diskutieren, 
inwiefern eine hohe Anzahl an pDCs unter der Therapie mit mTORIs für einen 
abstoßungsfreien Verlauf von Bedeutung ist. Ein gegenteiliges Bild zeigte die Clusteranalyse 
beim Vergleich von CNI-Patienten mit und ohne Abstoßung. In dem Cluster, in welchem zu 
66% Patienten ohne Abstoßung unter CNI-Therapie eingruppiert wurden, lag der Anteil 
BDCA 2+ und 4+ DCs höher als im Cluster mit 73% Patienten mit Abstoßung. Der Anteil der 
BDCA 1+ DCs und der Treg-Gesamtzahl war im Cluster mit hohem Anteil an Patienten ohne 
Abstoßung niedriger als im Cluster mit hohem Patientenanteil mit Abstoßung. Dies lässt die 
Schlussfolgerung zu, dass für einen abstoßungsfreien Verlauf unter CNI-Therapie der 
Zellpopulation der pDCs eine größere Bedeutung zukommt als den Tregs. Unter dem Aspekt, 
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dass sich der Wirkmechanismus der CNIs sowohl hemmend auf T-Effektorzellen als auch auf 
Tregs auswirkt, scheint der toleranzinduzierende Effekt der Tregs unter CNI-Therapie 
abzunehmen.  
Der Vergleich von abstoßungsfreien Patienten und Patienten mit Abstoßung zeigte, dass 
abhängig vom Wirkmechanismus des Immunsuppressivums die pDCs und Tregs zur 
Vermittlung von Immuntoleranz beitragen könnten. Sowohl pDCs und Tregs scheinen 
entscheidende Stellschrauben in der Toleranzinduktion darzustellen. Mit Blick auf die 
Entwicklung eines Monitoringinstrumentes für die Überwachung des Toleranzstatus ist zu 
beachten, dass unter der Behandlung mit mTORIs bzw. CNIs weitere Parameter und 
Konstellationen von Zellpopulationen von Bedeutung sein könnten.  
Weniger als 10% der peripheren CD4+ T-Zellen gehören der Subpopulation der Tregs 
an [167]. In beiden Gruppen konnten vergleichbare Werte für die Anteile der Tregs an CD4+ 
T-Zellen gemessen werden. Neben der Expression von CD4 (Korezeptor des TCR) und CD25 
(alpha-Kette des IL-2-Rezeptors), die beide auch von T-Effektorzellen exprimiert werden, gilt 
der Transkriptionsfaktor FOXP3 im Mausmodell als Marker für die hemmenden 
Eigenschaften einer Zelle [7]. Für den Menschen wurden zusätzlich zu den FOXP3+ Tregs 
weitere T-Zell Subpopulationen mit regulatorischen Eigenschaften beschrieben, z.B. CD8+ 
Zellen, Th3-Zellen oder Tr1-Zellen [27]. Es ist davon auszugehen, dass die Auswahl der zur 
Messung der Tregs genutzten Oberflächenmarker nicht alle T-Zellen mit regulatorischem 
Potential einschloss. Für die in dieser Arbeit durchgeführten durchflusszytometrischen 
Analysen wurden die CD3+/CD4+/CD25+/CD127+ T-Zellen als Tregs definiert. Auf die 
Bestimmung des Transkriptionsfaktors FOXP3 wurde in dieser Studie bewusst verzichtet, da 
dessen Nachweis labortechnisch aufwendiger und deshalb für eine Übertragung in die 
klinische Anwendung weniger geeignet ist.  
Die toleranzinduzierenden Signale werden von Tregs durch den Zellkontakt mit 
antigenpräsentierenden Zellen sowie T-Effektorzellen und der Produktion von Zytokinen 
vermittelt. Hierfür ist die Migration der Tregs in das Transplantat notwendig, da dort die für 
die Abstoßungsreaktion verantwortlichen Zellen ansässig sind [168, 169]. Es wurde gezeigt, 
dass Tregs auch in das Herztransplantat abwandern und hier möglicherweise 
toleranzinduzierend wirken [170]. Die Messung zirkulierender Tregs erlaubt keine Aussage 
darüber, inwieweit eine Migration dieser Zellen in das transplantierte Herz stattgefunden 
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hat und wieviel Tregs sich tatsächlich am Ort der ablaufenden Immunreaktion befinden. Um 
diese ortsständigen Tregs zu erfassen, wäre eine zusätzliche EMB notwendig gewesen, auf 
welche aus ethischen Gründen verzichtet wurde. Nichtsdestotrotz ist davon auszugehen, 
dass eine höhere Zahl zirkulierender Tregs mit einer höheren Zahl in das Transplantat 
migrierender Tregs korreliert, da Tregs ihre hemmenden Eigenschaften nur über 
Zellkontakte und Zytokinfreisetzung vermitteln können und hierzu im Gewebe ansässig sein 
müssen. Das Abwandern zirkulierende Tregs in verschiedene Gewebe wurde bereits in 
Studien demonstriert. So konnten bei herztransplantierten Mäusen, denen in vitro 
stimulierte Tregs appliziert wurden, eine Anreicherung der Tregs in der Milz, den peripheren 
Lymphknoten und dem transplantierten Herzen nach fünf Tagen nachgewiesen 
werden [171]. Ebenso zeigte sich in einem Mausmodell nach Transplantation von Inselzellen, 
dass in vitro stimulierten und applizierten Tregs vier bis sechs Tage nach dem Eingriff in den 
Lymphknoten, der Milz und dem Transplantat nachweisbar waren [171]. Bei Patienten mit 
akuten Abstoßungsreaktionen nach Leber- bzw. Nierentransplantation wurde ein Rückgang 
der Population zirkulierender Tregs gemessen [33, 34]. Dies weist darauf hin, dass die 
regulierende Wirkung der Tregs im Gewebe abgenommen hat. Die ausdifferenzierten DCs 
sind gewebsständige Zellen, die lokale Antigene erkennen. Die Messung zirkulierender DCs 
repräsentiert daher weniger die absolute Zahl dieser Zellpopulation, sondern die zu einem 
großen Anteil aus dem Knochenmark stammenden unreifen DCs. Die technisch weniger 
aufwendige und schnellere Analyse der zirkulierenden DCs und Tregs ist im Gegensatz zur 
invasiven EMB und der Histologie des gewonnenen Gewebes in Bezug auf die Etablierung 
eines Monitoringinstrumentes jedoch von Vorteil. Die Integration in den Routineablauf der 
Patientenbetreuung ist somit einfacher durchführbar.  
Die Betrachtung der in dieser Studie gemessenen Zytokinspiegel zeigte signifikante 
Unterschiede zwischen der mTORI-Gruppe und der CNI-Gruppe. Die in der Literatur als 
toleranzinduzierend beschriebenen Zytokine IL-10 und IL-34 zeigten bei mTORI-behandelten 
Patienten höhere Werte als in der CNI-Gruppe [50, 172, 173]. Beide Zytokine werden von 
Tregs sezerniert [50, 174], deren Anteil im Vergleich beider Gruppen in der mTORI-Gruppe 
ebenfalls signifikant erhöht war. In Bezug auf die Entwicklung von Immuntoleranz scheint die 
mTORI-Gruppe aufgrund des höheren Anteils an Tregs und der höheren Werte der 
toleranzinduzierender Zytokine IL-10 und IL-34 Vorteile zu zeigen. Ein weiteres Treg-
stimulierendes und damit möglicherweise toleranzinduzierend wirkendes Zytokin ist IL-35 
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[175, 176]. Es ist sowohl für die Funktion und Proliferation von Tregs, als auch für die 
Hemmung von inflammatorischen TH17-Zellen verantwortlich. In beiden Gruppen lagen die 
IL-35 Spiegel der Patienten jedoch unterhalb der Nachweisgrenze, sodass für dieses IL keine 
Aussage getroffen werden kann. Das antiinflammatorische IL-4 konnte in der mTORI-Gruppe 
in geringerem Maße nachgewiesen als in der CNI-Gruppe werden. IL-4 bewirkt eine 
verminderte Ausschüttung inflammatorischer Zytokine und eine gesteigerte Expression von 
HLA-Klasse-II-Molekülen auf APCs sowie die Differenzierung naiver T-Zellen in TH2-Zellen 
[7, 177]. Bei den proinflammatorischen Zytokinen IL-2, IL-17A und IFNγ zeigte sich ein 
differentes Muster. Während IFNγ in der CNI-Gruppe signifikant höhere Serumspiegel zeigte, 
konnte IL-2 in der mTORI-Gruppe vermehrt nachgewiesen werden. Ein Serumspiegel für 
IL-17A konnte nur in der mTORI-Gruppe nachgewiesen werden, die Serumkonzentration in 
der CNI-Gruppe lag unterhalb der Nachweisgrenze. IL-2 nimmt in der T-zellabhängigen 
Immunantwort eine zentrale Rolle ein, da es sowohl die Proliferation von T-Effektorzellen als 
auch die Differenzierung dieser in Tregs stimuliert [178]. Durch den Wirkmechanismus der 
CNIs kommt es besonders bei dieser Medikamentengruppe zu einer Unterbindung der 
IL-2-Synthese und Freisetzung und damit im Vergleich zur mTORI-Gruppe zu einer 
niedrigeren IL-2-Sekretion. Die fehlende Stimulation der T-Zellen konnten in dieser Studie 
jedoch nicht bestätigen werden. Die höheren Werte von IFNγ in der CNI-Gruppe wiesen auf 
eine stärkere Aktivierung der zellulären Abwehr diese Patienten hin. IFNγ führt zur 
Aktivierung von Makrophagen und zu einer gesteigerten Expression von HLA--Klasse-I- und 
HLA--Klasse-II-Molekülen auf der Zelloberfläche. Die dadurch bedingte vermehrte 
Präsentation von Antigenen und Alloantigenen könnte eine Abstoßungsreaktion provozieren 
bzw. eine bereits stattfindende Abstoßungsreaktion verstärken. Dies lässt die Vermutung zu, 
dass eine gesteigerte Verfügbarkeit von IFNγ einer Toleranzinduktion hemmend 
gegenübersteht. Das proinflammatorische Zytokin IL-17A, welches nur in der mTORI-Gruppe 
nachgewiesen werden konnte, besitzt zum einen starke proinflammatorische Wirkungen, 
zum anderen konnte jedoch gezeigt werden, dass TH17-Zellen, die Ursprung des IL-17A sind, 
nach der Auflösung einer Entzündungsreaktion in Tregs transdifferenzieren können. Über 
diesen Weg vermitteln sie im Anschluss an eine stattgefundene Immunantwort Toleranz 
gegenüber dem auslösenden Antigen [64, 178, 179]. 
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Die in dieser Studie gewählte Stichprobenzahl von n=20 bzw. n=19 wies bereits mehrere 
signifikant veränderte Parameter auf. Studien mit größeren Probandenzahlen könnten noch 
weitere Unterschiede bezüglich der gemessenen immunologischen Parameter aufdecken. 
Zusammenfassend ist festzustellen, dass für die Induktion von Immuntoleranz nach HTx zwei 
der in dieser Studie untersuchten Zellpopulationen von großer Bedeutung zu sein scheinen 
und deren Messung im peripheren Blut zur Implementierung eines klinischen 
Monitoringinstrumentes beitragen könnten. Im Vergleich von Patienten auf der Warteliste 
zur HTx und langzeittransplantierten Patienten konnten wir einen signifikanten Unterschied 
des pDC-Anteils erkennen. Zudem zeigte sich, dass trotz eines Rückgangs der Treg-
Population nach HTx ein stabiler, abstoßungsfreier Verlauf möglich ist. Nicht die absolute 
Größe der Treg-Population, sondern vielmehr die Allogenspezifität der Tregs trägt somit zur 
Induktion von Immuntoleranz gegenüber des Allotransplantats bei. Des Weiteren konnten 
wir darstellen, dass eine mTORI-basierte Immunsuppression eine größere und effizientere 
Population an Tregs und CD39+ Tregs sowie höhere Serumspiegel der antiinflammatorischen 
Zytokine IL-10 und IL-34 bedingt. Im Vergleich zur CNI-basierten Immunsuppression scheint 
die Therapie mit mTORIs für die Toleranzinduktion förderlich zu sein. Diese Studie konnte 
zudem zeigen, dass für einen abstoßungsfreien Verlauf unter der Behandlung mit mTORIs 
wahrscheinlich ein hoher Anteil an Tregs von großer Bedeutung ist. In der CNI-Gruppe lassen 
die Ergebnisse jedoch die Annahme zu, dass unter der Behandlung mit CNIs pDCs die 
vordergründig toleranzinduzierende Zellpopulation darstellen. Somit ist in einer zukünftigen 
Untersuchung toleranzinduzierender Zellen eine Berücksichtigung der angewendeten 




An dieses Projekt schließt sich eine weiterführende Studie des kardiochirurgischen 
Forschungslabors des Herzzentrums Leipzig an, die Veränderungen von immunologischen 
Parametern in einem Patientenkollektiv direkt nach HTx beobachtet. Dabei werden die 
Populationen von Tregs und DCs sowie die Zytokinspiegel der Patienten vor HTx und 
anschließend über ein Jahr nach Transplantation zu fünf Zeitpunkten beobachtet. Ziel dieser 
Studie ist es, die Entwicklung der immunologischen Parameter und des Immunstatus in 
diesem entscheidenden Zeitraum genauer zu verfolgen und weitere Erkenntnisse über die 
dynamische Entwicklung dieser zu erhalten. Zudem wird eine immunhistochemische Analyse 
der EMBs erfolgen, in der das Einwandern von Tregs und DCs im Fokus stehen. Diese Analyse 
wird es ermöglichen, gewebespezifische immunologische Prozesse zu beobachten und die 
Rolle der Tregs und DCs im Gewebe zu verfolgen. 
Des Weiteren sollen die vielversprechenden Erkenntnisse dieser Studie über die Bedeutung 
von pDCs und Tregs, die im Vergleich von präHTx- und LHTx-Gruppe bzw. der mTORI- und 
CNI-Gruppe gesammelt wurden, weiterverfolgt werden. Hierzu ist es nötig, mehr Patienten 
in die Vergleichsstudien aufzunehmen und über längere Zeiträume zu beobachten. Von 
Interesse ist ebenso der Vergleich der immunologischen Parameter von Patienten, die im 
Verlauf ihrer Therapie Abstoßungen erleiden und Patienten, welche einen abstoßungsfreien 
Verlauf zeigen. Hiervon sind genauere Erkenntnisse zu erwarten, welche Zellpopulationen 
die Immuntoleranz fördern oder erhalten und unter welchen Konstellationen von einem 
sicheren Verlauf nach Transplantation ausgegangen werden kann. Gegebenenfalls gelingt es, 
eine optimales Ausprägungsmuster der Zelltypen zu identifizieren, welches das Ziel für eine 
toleranzinduzierende Therapie darstellen würde. Die Analyse der ausgewählten 
Zellpopulationen speziell bei Patienten mit stattfindender Abstoßungsreaktion könnte 
weitere Erkenntnisse über die Bedeutung der einzelnen toleranzinduzierenden 
Zellpopulationen liefern. Auf der Grundlage dieses neuen Wissens soll das Ziel der 
Implementierung eines Monitoringinstrumentes zur Einschätzung des aktuellen Status der 
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Die Herztransplantation ist der Goldstandard der Therapie der terminalen Herzinsuffizienz. 
Dank einer über 50-jährigen Erfahrung und stetig verbesserten postoperativen 
Therapiestrategien konnte die mittlere Überlebenszeit auf 12,2 Jahre verlängert werden. 
Nichtsdestotrotz limitieren die Nebenwirkungen der immunsuppressiven Therapie einerseits 
und die Folgen einer chronischen Abstoßungsreaktion andererseits bis heute das 
Langzeitüberleben herztransplantierter Patienten. Einen vielversprechenden Lösungsansatz 
dieser Problematik stellt dabei die Induktion von Immuntoleranz dar, um sowohl chronische 
Abstoßung zu vermeiden, als auch den Einsatz von Immunsuppressiva zu reduzieren.  
Da diese Problematik auch nach der Transplantation anderer Organe eine zentrale Rolle 
einnimmt, rückte die Induktion von Immuntoleranz in den letzten Jahren zunehmend in den 
Blick internationaler Forschungsgruppen. Während bestimmte Zellpopulationen und 
Medikamentenkombinationen als toleranzinduzierend identifiziert wurden, blieb der genaue 
Mechanismus der Toleranzentstehung jedoch bis heute ungeklärt. 
Um einen weiteren Beitrag in diesem Bereich der Forschung zu leisten, wurden in der 
vorliegenden Studie Patienten vor und nach Herztransplantation in zwei Studienarmen 
untersucht. Ziel war es, zum einen die Zellpopulationen und Konstellationen des 
Immunstatus zu erkennen, die einen abstoßungsfreien Verlauf nach Herztransplantation 
ermöglichen. Zum anderen sollte der Vergleich von Patienten mit unterschiedlichen 
immunsuppressiven Therapieschemata zeigen, welchen Einfluss diese auf ausgewählte 
immunologische Zellpopulationen und den Immunstatus der Patienten haben. Die 
Ergebnisse dieser Studie werden zur Entwicklung eines klinischen Monitoringinstrumentes 
zur Messung des Toleranzstatus nach Herztransplantation beitragen. 
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Zu diesem Zweck wurden Blutproben von 80 Patienten verteilt auf drei Patientenkollektive 
untersucht. Unter der Verwendung von Durchflusszytometrie, Multiplexanalyse und ELISA 
wurden im kardiochirurgische Forschungslabor des Herzzentrums Leipzig quantitativ und 
qualitativ zirkulierende regulatorische T-Zellen und dendritische Zellen, sowie die 
Serumspiegel von Zytokinen gemessen. Zusätzlich wurden demografische und klinische 
Daten mit Hilfe der Patientendatenbank der Klinik erhoben. Zur statistischen Auswertung 
wurde neben dem quantitativen Vergleich der Zellpopulationen und ihrer Subpopulationen 
die Analyseverfahren der Hauptkomponentenanalyse und der Clusteranalyse genutzt. 
Im Vergleich der Patienten, die auf eine Herztransplantation warten, und 
Langzeittransplantierten zeigte sich eine Abnahme der regulatorischen T-Zellen und 
dendritischen Zellen nach Transplantation. Bei den dendritischen Zellen hingegen erhöhte 
sich der Anteil der plasmazytoiden dendritischen Zellen nach Transplantation. Zudem konnte 
bei den Patienten vor Herztransplantation ein höherer Spiegel an Interleukin 4 und 10 sowie 
an Interferon γ gemessen werden, jedoch ein niedrigerer Spiegel an Interleukin 2. 
Ein größerer Anteil der regulatorischen T-Zellen konnte in der Gruppe mit mTOR-Inhibitoren 
behandelter Patienten im Vergleich zu Calcineurininhibitoren behandelter Patienten 
gemessen werden. Außerdem zeigten die Patienten unter mTOR-Inhibitor-Therapie eine 
größere Population an CD39+ regulatorischen T-Zellen. Diese stellen eine stabilere und 
effektiver wirkende Subpopulation der regulatorischen T-Zellen dar. Die gemessenen 
Zytokinspiegel unterschieden sich ebenso stark in beiden Gruppen. Des Weiteren wurden 
die in der Hauptkomponentenanalyse ermittelten vier Parameter mit der höchsten 
Aussagekraft für die Unterscheidung zwischen der mTOR-Inhibitor- und 
Calcineurininhibitoren-Gruppe zur Analyse der Patienten mit und ohne Abstoßungsreaktion 
innerhalb einer Gruppe verwendet. Dabei konnte gezeigt werden, dass für Patienten mit 
mTOR-Inhibitor-basierter Immunsuppression ein hoher Anteil regulatorischer T-Zellen ein 
schützender Faktor für die Vermeidung von Abstoßungsreaktionen zu sein scheint. Im 
Gegensatz dazu deuten die Ergebnisse darauf hin, dass für Patienten mit 
Calcineurininhibitoren-basierter Therapie die plasmazytoiden dendritischen Zellen für die 
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